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Uber die Anderung des osmotischen Drucks des Muskels 
bei Ermiidung und Starre. 


Von 
0. Meyerhof. 
(Unter Mitwirkung von E. J. Warburg.) 


(Aus dem Institut fiir Physiologie im Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg. ) 


(Eingegangen am 27. Juli 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Ob die bisher bekannt gewordenen anaeroben Spaltungsvorginge, 
die die Muskeltatigkeit begleiten, gegeniiber noch unbekannt  ge- 
bliebenen quantitativ iiberwiegen und sich nicht ein viel umfang- 
reicherer Molekiilzerfall der Beobachtung bisher entzogen hat, kann 
auf einem bisher noch kaum beschrittenen Wege untersucht werden, 
nimlich durch Verfolgung der Anderung des osmotischen Druckes 
in Zusammenhang mit dem chemischen Umsatz. Die in alteren Arbeiten 
zur Feststellung solcher Anderung verfolgte Methode, die Bestimmung 
der Volumenvermehrung in Salzlésungen, ist fiir quantitative Messungen 
nicht geeignet, 1. weil ein Teil der osmotisch wirksamen Molekiile in 
die AuBenlésung iibertritt, 2. weil das Volumen des Muskels auch durch 
die Quellung der Muskelproteine keeinfluBt wird. Es kommen daher 
nur die auf der Dampfdruckainderung beruhenden Methoden zur Be- 
stimmung des osmotischen Druckes in Betracht. Wahrend die direkte 
Messung der Dampfdruckanderung bei der Muskeltatigkeit kaum aus- 
fiihrbar erscheint, ist kiirzlich von A. V. Hill! die durch die Dampf- 
druckerniedrigung veranlaBte Kondensation von Wasserdampf thermisch 
bestimmt worden. Diese Methode ist sehr genau abstufbar; jedoch 
kann wegen der Langsamkeit, mit der sich das Gleichgewicht ein- 
stellt, nicht die totale Kondensationswirme gemessen werden, sondern 
nur der Anfangsteil der Warmebildungskurve bestimmt und aus ihr 
auf Grund von Vergleichsmessungen die tatsichlich stattfindende 


1 Hill u. Kupalov, Proc. Roy. Soc. B. 106, 445 und 477, 1930. 
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Dampfdruckanderung entnommen werden. Diese Vergleichsmessungen 
bestehen darin, dais der Muskel unter entsprechenden Umstanden 
verschiedenen anisotonischen Lésungen ausgesetzt wird und die hierbei 
auftretende Kondensationswairme (genauer: die Geschwindigkeit der 
Warmebildung) in der Anfangszeit bestimmt wird. Infolge der not- 
wendigen Kieinheit der hierzu benutzten Muskeln (Sartorien von 
100 mg) kénnen chemische Bestimmungen nicht ausgefiihrt werden. 
Berechnet man aber aus der ebenfalls gemessenen anaeroben Kon- 
traktionswarme die Milchsdurebildung, so macht diese nur etwa ein 
Drittel der auf die wasserige Phase des Muskels bezogenen Bildung 
osmotisch wirksamer Molekiile nach den Messungen der Kondensations- 
warme aus. 

Es erschien erwiinscht, den tatsaichlichen Spaltungsumsatz, nicht 
nur des Kohlenhydrats, sondern aller bisher bekannt gewordenen Ver- 
bindungen parallel mit der Anderung des osmotischen Druckes zu 
bestimmen und zur Messung des letzteren eine iibliche und leicht zu 
handhabende Methode zu gebrauchen. Dies ist die Messung der Gefrier- 
punktserniedrigung. Daf man schon bei Anwendung der Beckmann- 
schen Apparatur mit sehr groBen Froschmuskeln reproduzierbare 
Resultate erhalten kann, zeigt eine Arbeit von Moore!. Dieser packte 
vorsichtig abpraparierte Muskeln groBer amerikanischer Ochsenfrésche 
(R. catesbiana) um das Thermometer herum und erhielt dann bei un- 


ermiideten Muskeln im Durchschnitt einen Gefrierpunkt von — 042° C, 
bei ermiideten von —0,57°C. Die Differenz: ermiidet /unermiidet 
schwankte zwischen 0,11 und 0,18° (durchschnittlich 0,15°) entsprechend 
der Zubildung von 0,06 bis 0,1 Mol. 


Methodische Bemerkungen, 


In einigen Vorversuchen bediente ich mich des Verfahrens von Moore, 
wobei méglichst groBe Eskulentaschenk«! benutzt wurden, von denen eine 
Seite vor und eine nach der Ermiidung gefroren wurde. Unter Verwendung 
der ohne stairkere Beschidigunyy abzupraparierenden Muskeln — jederseits 
etwa 10g — kann man bei geeigneter Dimensionierung des Apparats das 
Thermometer geniigend tief einbetten; doch kommen 6fters Fehlschlage 
dadurch vor, daB nicht alle Muskeln gleichzeitig gefrieren. Aus diesen 
und auch anderen Griinden war eine Anderung der Methode notwendig 
in der Richtung, da®B fiir jede Messung nur ein unbeschadigter Muskel 
bzw. ein Muskelpaket in seinem natiirlichen Verband vonnéten war. Das 
konnte nur durch thermoelektrische Messungen des Gefrierpunkts erreicht 
werden, indem man eine geeignet geformte Létstelle eines Thermoelements 
vorsichtig in den Muskel eindriickte, so daB sie von ihm vollstandig bedeckt 
wurde. 

Zu den Messungen wurden in der Regel die unbeschadigt zu praparieren- 
den Adduktoren, daneben auch oft der M. triceps femoris benutzt, deren 


1 American Journ. Physiol. 41, 137, 1916. 
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Gewicht bei groBen Eskulenten je 2 bis 3g betragt. Das biigelférmige 
Thermoelement, das an beiden Enden zwei Létstellen besaB, war an seinem 
Muskelende so geformt, daB es sich in einem engen Gefrierrohr von etwa 
12mm Durchmesser 1 cm tief zwischen den Muskel eindriicken lieB, ohne 
daB dieser beschadigt wurde. Dazu standen die Létstellen etwa 4mm aus 
einem engen, mit Paraffin ausgegossenen Glasrohr heraus und waren in 
einem Kegel aus Picein eingebettet. Die Dimensionen des Apparats sind 
aus der Abb. 1 zu ersehen. Wie die unten mitgeteilten Kontrollversuche 


Abb. 1 
Gefrierréhrchen 
fiir thermoelektrische 
Gefrierpunktsbestim - 
mungen am Muskel 
in ein Drittel der 
\ / natiirlichen Grise. 
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zeigen, ergeben die Messungen im Durchschnitt die gleichen Werte wie 
die in tiblicher Weise ausgefiihrten Gefrierpunktsbestimmungen. Dabei 
sind die Schwankungen nur wenig héher als hier und betragen bei Gefrier- 
punktsdepressionen von 0,2 bis 0,5° nicht tiber + 0,01° Es ist aber 
nétig, die Muskeln mit einem Eiskristall zu beimpfen, sobald eine Unter- 
kithlung von 0,5 bis 0,8° eingetreten ist. Die Impfung gelingt besonders 
gut, wenn man nach dem Vorschlag von Beckmann gut durchgefrorene 
Stickperlen, in deren Bohrung sich das Eis langere Zeit halt, in das Cefrier- 
rohr einwirft. Bei Bertihrung mit der Muskelobertlache erfolgt das Aus- 
frieren des Muskels fast ebenso regelmaBig wie bei Impfung einer Lésung. 
Als umgebende Kaltelésung diente stets Kryohydrat aus gesittigtem 
Kaliumnitrat (— 2,9°). Dieses befindet sich in einem Dewar-Becher, ein 
Drahtnetz halt das Gefrierréhrchen in seiner Stellung. Um ein Anfrieren 
des Muskels an der Glasobertliche zu vermeiden, diirfen die Réhrchen 
nicht ohne Luftmantel vorgekiihlt werden; vielmeh werden sie dazu mit 


dem Luftmantel in eine Kaltemischung von etwa 8° gebracht und hier 
bis auf annaihernd 0° C heruntergektihit. Meist wurden zwei Gefrierpunkts- 
bestimmungen gleichzeitig angesetzt. Die Vergleichslétstellen befinden 


sich zusammen mit einem in !/,99° geteilten Gefrierpunktsthermometer 
in ausfrierendem (nicht ausgekochten) destillierten Wasser. Da es nur 
auf die Temperaturdifferenz innerhalb eines Versuchs ankam, wurden 
besondere Korrekturen fiir dieses Thermometer nicht berechnet, auber 
daB die Lage des Nullpunktes unter Normalbedingungen kontrolliert war 
und die jeweils gemessenen Temperaturen hierauf bezogen wurden. 


1* 
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Die Messung geschah in der in Abb. 2 skizzierten Schaltung. Der 
Thermostrom wurde durch einen aus einem Akkumulator entnommenen 
Gegenstrom kompensiert mittels des Kompensationsapparats mit fiinf 
Dekaden von Diesselhorst!. Da dieser aber bei Anderung der Kurbelstellung 
nicht ganz thermokrattfrei ist. so wurde er nicht in der von dem Autor 
vorgesehenen Schaltung benutzt, sondern die Abzweigung zum Galvano- 
meter kurzgeschlossen und in dem MeSkreis noch ein Siemens-Rheostat 
vorgelegt, von dem unverandert im Verhaltnis 1: 100 durch das Thermo- 
element und das Galvanometer abgezweigt wurde. Die durch Anderung 
der Kurbelstellung entstehenden Thermostr6me wirken so nur noch im 
Verhaltnis von 1: 100 auf das Galvanometer ein. Als Galvanometer diente 
ein Zeisssches Schleifengalvanometer in stehender Schleifenstellung.  Fiir 
die Kontrolle der Konstanz des Akkumulators muBte dann das Galvano- 
meter in die dafiir vorgesehene Schaltung umgelegt werden (in der Abbildung 
mit gestrichelter Linie angedeutet). Der Akkumulator wurde mittels des 
Diesselhorst-Kompensationswiderstandes fiir Normalelemente? gegen ein 
gepriiftes Weston-Element abgeglichen. 








Abb. 2. 
Kompensationsschaltung fiir thermoelektrische Gefrierpunktsbestimmungen 
(2 gleichzeitige Messungen). 
= Zeisssches Schleifengalvanometer. 
= Kompensationsapparat nach Diesselhorst. 

Vorschaltwiderstand. 
Kompensationswiderstand fiir Normalelement (5), der im Hauptkreis liegt. Die ge- 
strichelte Leitung wird nur fiir das Abgleichen des Akkumulators gegen das Normal- 
element benutzt. 
Siemens-Rheostat mit Abzweigung 1: 100 2. 
Kommutator aus Kupfer. 
Doppelschliissel aus Kupfer. 

und 9’ = 2 biigelfirmige Thermoelemente mit Gefrierpunktsthermometer. 


Der Vorschaltwiderstand des Akkumulators im Hauptkreis wurde so 
gewahlt, daB ungefahr eine Stelle der ersten Dekade 1°C, eine Stelle 
der fiinften Dekade demnach 0,0001° war, doch konnte mit dem Zeissschen 
Galvanometer nur noch auf 0,0005° genau abgelesen werden. Die Be- 
stimmung der Maximaltemperatur nach Aufhebung der Unterkiihlung 
geht mittels des Kompensationsapparats ebenso rasch und bequem wie 
eine direkte thermometrische Ablesung. 


1 Zeitschr. f. Instrumentenkde. 26, 173, 1906; 28, 1, 1908 (Verfertiger 


E. Wolff, Berlin). 
2 Zeitschr. f. Instrumentenkde. 28, 8, 1908 (modifiziert von E. Wolff). 
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Ausfiihrung der Versuche. 

In allen Fallen wurden die Schenkel vor der Préparation der Muskeln 
auf Filtrierpapier abgetrocknet und dann der Adduktor und Triceps 
einer Seite entnommen und beide in Gefrierréhrchen gefiillt. In vielen 
Fallen wurde an beiden Muskeln der Gefrierpunkt bestimmt, éfters 
nur am Adduktor, aber auch dann wurde der M. triceps mit gefroren, 
um ihn genau gleich zu behandeln. Nach der Bestimmung des Gefrier- 
punktes wurden die Muskeln, ohne wieder aufgetaut zu sein, verarbeitet, 
und zwar der Adduktor in Trichloressigsiure zur Verarbeitung auf 
Phosphorsaure und in manchen Fallen auf Ammoniak; der Triceps 
in Sublimatsalzséure zur Verarbeitung auf Milchséure. Dasselbe ge- 
schah mit den symmetrischen Muskeln, nachdem sie entsprechend 
behandelt waren (Reizung, Warmestarre, Ruheanaerobiose usw.). Ins- 
besondere in den Ermiidungsversuchen mute das Gewicht der Schenkel 
vor der Reizung und im Moment der Entnahme der Muskeln genau 
bestimmt werden. Die meist erfolgende Abnahme des Gewichts zwischen 
0.3 und 1°, wurde auf Wasserdampfverlust bezogen und dement- 
sprechend eine Korrektur des Gefrierpunkts angebracht. 

In den vollstandigen Versuchen wurde die Bildung der Milchsaure, 
die Spaltung der Kreatinphosphorsiure, des Pyrophosphats, die Ab- 
spaltung von Ammoniak und die etwa eintretende Veresterung zu 
Hexosemonophosphat oder Hexosediphosphat bestimmt. Dazu dienten 
die in diesem Laboratorium iiblichen Methoden. Das Ammoniak wurde 
im Trichloressigsaurefiltrat in der Mikroapparatur von Parnas destilliert, 
die Kreatinphosphorsaure aus der Differenz des wahren anorganischen 
Phosphats (Magnesium-Ammoniumcitratfillung) und des direkt be- 
stimmten Phosphats nach Fiske und Subbarow in der Ausfiihrungs- 
form von Lohmann und Jendrassik gemessen. Das Pyrophosphat 
wurde nach Lohmann durch die Aufnahme der Hydrolysenkurve be- 
stimmt und ebenso die Bildung der Hexosephosphorsiuren. 


Berechnung. 

Fiir die Berechnung wurde der Wassergehalt des Muskels zu 80°, 
des Gesamtgewichts angenommen (einige Bestimmungen an Frosch- 
sartorien ergaben etwa 81°.) und wurde vollstandig als freies Wasser 
angesehen, in dem sich die in Betracht kommenden Molekiile lésen. 
DaB der ,,nicht lésende Raum" des Muskels kaum gréBer als das Volumen 
der Trockensubstanz ist, folgt aus den neuen Versuchen von /Hill!. 
Er fand mindestens 0,77 freies Wasser bei emem Gesamtwassergehalt 
der Froschmuskels von 0,80 bis 0.81. Fiir die Rechnung wurden die 
nachweislich abgespaltenen Molekiile ohne Riicksicht auf etwaige 


1 Proc. Roy. Soc. B. 106, 477, 1930. 
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Anderung der Dissoziation gezahlt. Fiir den Zerfall der Adenylpyr: 
phosphorséure in Adenylséure und zwei Phosphorséiuren waren als: 
2 Mol zu zahlen, fiir die Abspaltung von Ammoniak aus der Adeny!|. 
pyrophosphorsaure 1 Mol. Fir die Bildung von Milchséure wurde eben 
falls der Zuwachs von 1 Mol gerechnet, indem als Ausgangsprodukt 
das Glykogen ohne zu_bericksichtigenden osmotischen Druck an 
genommen und ferner vorausgesetzt wurde, daB das Alkali, mit dem 
die entstandene Milchsiure reagiert, bereits vorher als Alkaliprotein 
oder Alkaliphosphat dissoziiert gewesen ist. Ebenso wurde beim Zerfal! 
der Kreatinphosphorsiure mit dem Zuwachs von | Mol gerechnet 
(Gefrierpunktsbestimmungen an Kreatin ergaben bei sehr niedrige: 
Konzentrationen normale Werte, aber schon bei etwas héheren — 0.3 
bis 0,5°,, — Anomalien wegen zu geringer Léslichkeit des Kreatins be: 
0°). Fir die Bildung der Harden- Youngschen Hexosediphosphorsaure bei 
den mit Jodessigsaure vergifteten Muskeln war dagegen das Verschwind: i 
von 1 Mol pro Mol gebildeten Esters zu zahlen, indem an Stelle vor 
zwei Phosphorsauremolekiilen nunmehr ein osmotisch wirksames Ge- 
samtmolekiil resultiert und die Hexose wieder aus Glykogen stammit. 

Da jedenfalls die Muskelstruktur keine wesentlichen Abweichungen 
des osmotischen Druckes bedingt, geht aus der Ubereinstimmung hervo: 
zwischen dem Gefrierpunkt von Muskeln, die in verschieden konze1 
trierten Ringerlésungen gelegen haben, und diesen Lésungen selbst 
Allerdings ist eine geringfiigige Differenz in dem Sinne vorhanden 
daB die Gefrierpunktsdepression des Muskels etwa 5°, groéBer ist als 
diejenige der Lésung, mit der er sich innerhalb 24 Stunden in Sauerstoff 
und bei tiefer Temperatur ins Gleichgewicht gesetzt hat. Ob dies durc! 
einen elastischen Turgor der Muskelfasern zu erkliren ist, der einen 
gewissen osmotischen Druck das Gleichgewicht halten kann, oder 0! 
die hohe EiweiBkonzentration verantwortlich zu machen ist, sei dahin- 
gestellt. Fiir den Vergleich von gemessener und berechneter Ne 
bildung osmotisch wirksamer Molekiile hat dies nur insofern Bedeutung 
als danach die Neubildung 5°, kleiner sein kénnte als berechnet wird 

Ergebnisse. 

Im folgenden sind nur die mit thermoelektrischer Methode au- 
gefiihrten Messungen wiedergegeben. Fiir eine gréBere Zahl vor 
Kontrollen, die die Brauchbarkeit und die Fehlergrenzen dieser Method: 
betreffen, bin ich Herrn Dr. E.J. Warburg, Kopenhagen, zu Dank 
verpflichtet, der in unserem Institut die Methode nachpriifte. 


I. Kontrollmessungen. 
A. Eichwerte. 
Zunachst wurde der Eichwert der thermoelektrischen Anordnung 


mit gepriiften Beckmann-Thermometern fiir Temperaturintervalle 
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zwischen 0,4 und 2°C bestimmt und dieser Eichwert kontrolliert mit 
Losungen bekannter Gefrierpunktsdepression. Der thermometrisch be- 
stimmte Eichwert der Thermoelemente pro 1°C in Einheiten des 
Kompensationsapparats (K) ergibt fiir Thermoelement I 1,095, fiir 


Thermoelement Ii 1,10. 


Die Gefrierpunktsdepression einer 0,3nKCl-Lésung (Gefrierpunkt 
1,013°) ergibt mit Thermoelement I 0,935 K, mit Thermoelement II 
0,932 K. Daraus Eichwert fiir: 
riz 1,083° C, 
Il 1K = 1,088°C, 


Der Gefrierpunkt von 0,15n KCl (= —0,516°) gibt mit Thermo- 
element I 0,469 A, entsprechend einem Eichwert von 1,100. Jede Zahl 
stellt das Mittel von zwei bis drei Bestimmungen dar. Mit den so er- 
mittelten Eichwerten wurde bei diesen und anderen zur Messung 
dienenden Thermoelementen (Nr. I bis V1) gerechnet. Diese gleich- 
maiBig angefertigten Thermoelemente hatten samtlich Eichwerte 
zwischen 1,08 und 1,14. 


B. Ausfrieren von Agarlésung mit 0.3n KCl-Zusatz. 


Fiint Bestimmungen ergeben 1,017 
1,038 
1,040 
1,046 
1,014 


im Mittel — 1,031°C 


oder eine 1,8°., zu groBe Depression. Die Agarlésung mit destilliertem 
Wasser ergibt Null. 


(. Muskeln im Gleichgewicht mit verschiedeh konzentrierten 
Ringerlésungen. 

Froschadduktoren wurden wihrend 24 Stunden in Ringerlésung 
(0,65 NaCl, 0,02 KCl, 0,02 CaCl, (wasserfrei) pro 100] von etwa 4° 
unter Sauerstoffdurchliiftung suspendiert und dann der Gefrierpunkt 
mit der Lésung verglichen. (Versuche siehe Tabelle I.) Jede rémische 
Ziffer entspricht einem getrennten Versuch. 


II. Vergleich des chemischen Umsatzes mit der Anderung der Gefrierpunkts- 
depression. 


A. Verschieden weitgehende Ermiidung. 


Nach Abpraparation der Muskeln der einen Seite wurden die Ver- 
suchsschenkel indirekt durch die Beckennerven mit Einzelinduktions- 
schliagen mit 3 Sekunden Intervall in Stickstoff bis zu mehr oder weniger 
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Tabelle I. 


Gefrierpunktsdepression in ° C. 





—_—— Versuch Aufenlisung Muskel Differenz Differenz 
Ringerlisung Nr. oC oC oC 9 


I 0,396 0,425 0.033 
1.0 II 0.385 0,411 0,019 
Ill 0.385 0411 0,019 


Mittel: 0,391 0,416 0,025 


IV 0,248 0,264 0,016 
V 0,248 0,279 0,031 
VI ORR 0,272 0,012 
VII pen 0,268 0,008 
r UG - 
Vill 0,270 0,010 


Mittel: 0,256 0,271 0,015 


. 0,750 7” 
IX 0°760 0,789 0,084 


X 0.766 0.833 0.067 
XI 0.766 0.795 0,029 
XI 0,762 0.780 0.020 
0.760 02 
XIII a oes 0,776 0,015 
XIV 0778 0,816 0,038 
XV 0.778 0°792 0.014 








Mittel: 0,766 0,797 0,031 


weitgehender Ermiidung gereizt. Neben normalen Muskeln wurden 
auch mit Jodessigsiure vergiftete Muskeln benutzt, bei denen auf 
Grund der Beobachtung von Einar Lundsgaard! die Milchsaiurebildung 
bei der Kontraktion véllig gehemmt ist. Herrn Einar Lundsgaard 
danke ich fiir die Vorbereitung der betreffenden Versuche (vgl. Tabelle 11). 


In der Tabelle II C ist der gemessene chemische Umsatz in Millimo! 
pro Kubikzentimeter ausgerechnet und daraus durch Multiplikation mit 
1,25 fiir 80°., Wasser die theoretische Gefrierpunktsinderung berechnet. 
Wo Ammoniak nicht bestimmt ist, ist das aus Adenylpyrophosphor 
siure abgespaltene Phosphat mit 1,5 multipliziert, da angenihert 1 Mol 
Ammoniak auf 2 Mol Phosphorsiéure frei werden. Dies gilt auch fiir 
die Jodessigsiuremuskeln, wo nach Versuchen von EF. Lundsgaard aus 
diesem Institut die Abspaltung des NH, proportional dem Freiwerden 
von zwei Phosphorsaiuregruppen fortschreitet bis zur totalen Auf- 
spaltung der Verbindung. Versuche1 bis 4 betreffen vollstandige 


= 


Ermiidung normaler Muskeln, 5 bis 7 teilweise Ermiidung, 8 und % 


1 Diese Zeitschr. 217, 162, 1930. 
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9 


Aus der letzten 


Spalte von C sieht man, dab jedenfalls bei hochgradiger Ermidung 
der gemessenen Gefrierpunktsinderung durch den _ be- 


20 bis 


30°, 


A. 


Tabelle Il. 


Gefrierpunktsanderung bei Muskelermiidung. 





Gefrierpunkt 


Gewichts- 
ver- 





me - ' a) Adduktor, b) Triceps  Differenz anderung 
Nr. Datum re = ~~ gemessen er Muskeln 
bei der 
Muskeln J vorher #4 nachher Ermiidung 
( c 0c 0 ° 
a) 0,427 0,572 0,145 
DF " otale E ij < . aa ca 0 
1 25. IV. totale Ermiidung b) 0.427 0.561 0.134 
2 29. IV. a) 0.379 0,510 0.131 - 0,5 
3 1. V. ‘ . a) 0,434 0,602 0,168 ? 
4 1. Vv nahezu vollstandige a) 0.458 | 0.567 0.109 
sia os Ermiidung ’ ‘ . , 
5 20. VI. 210 Einzelreize* a) 0,433 0,496 0.063 0,75 
a) 0,397 0.470 0,073 
) 20. VI. 20 ra 0,36 
. “| 3 b) 0,394) 0.468 0,074 
0,407 0.4: 0,027 
tieawi eo. 3)? Ss . 0,3 
b) 0,412 0,429 0,017 
@ 95. VL Jodessigsiure, a) 0,598 0,446 0,053 _07 
totale Ermiidung b) 0,413 0.4565 0.0435 
9 97. VIL. Jodessigsaure, a) 0,433 0,469 0 36 _02 
totale Ermiidung — b) 0,451 0,496 0,045 
* Muskeln bereits vorher teilweise ermiidet. 
B. Chemischer Umsatz. 
mg P, 0; pro g 
mg — _ — — pro g 
Milchsiure Direkt be- Wahres - ' — mg 
“ss ro g stimmbares anorgan. *hosphagen a . NH, . 10-3 
sae vests Phosphat Phosphat ade +4 
be ata one eric = s - ~~ 7 rung 
vor- nach- vor-  nach- vor- | nach- vor- nach- vor- nach- vor-  nach- 
her her her her her her her her her her her her 
1 0,88 3,80 1,99 2,10 1,01 1,86 0,98 0,24 061 033 — - 
2 046 3,18 2,085 2,04 098 1,70 1,11 0,34 0,575 0,36 14,6 25,0 
3 0,705 3,69 1,79 2,015 0,75 1,825 1,04 019 0,95 0,66 7,4 28,0 
4 0,73 (2,60 2,18 2,25 (0,975 1,58 | 1,205 0,67 0,79 0,72 — | 7,9 15 
5 1,885 2.67 2,13 2,30 1,26 1,89 (0,87 0,41 0,65 0.50 
6 0,24 1,66 2,27 218 0,63 1,73 1,64 045 0,70 066 — - 
7 1,15 1,51 2,01 2,03 1,125 1,46 0,885 0,57 — — - - _- 
8 0,09 0,15 1,58 | 0.735 0,413 0,507 1,17 0,23 044 0,05 124 — - 
9 O11 0,13 1,68 0,74 0,441 0.648 1,24 0,10 0,64 0,01 1,57 - = 
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Tabelle II (Fortsetzung). 


C. Berechnung. 





Gefrier- 
Millimol Spaltung pro g Muskel Korrektur punkts-  Gefrier- — Uber- 
fiir differenz, punkts-  schuf 
- - _ ——_____.—. Gewichts- | berechnet differenz, ge- 
Milch- Kreatin- Pyro-— po Phosphat- inderung é 100 gemessen messen 
phosphor- phosphor- 1 i niak ver- 80 


shure - a 
shure saure esterung oC ue oC 


32,2 10,4 0 0112 0,139 
30,2 10,8 i 7 +0,003 0,107 0,131 
33,3 12,0 y , — 0,119 0,168 
20,8 7,6 i 5 — 0,077 =—-0,109 
14,3 5,1 3,2 * - 0,004 0,057 0,063 
15,8 16,8 —0,002 0,074  0,0735 
4,0 4.5 — +0,0015 0,0215 0,022 
0,5 13,4 ’ — 87 +0,004 0,035 0,048 
0 16 13,3* — |}—11,90 +0,001 | 0,0435  0,0405 


* Mit 1,5 multipliziert fiir NH, Abspaltung. 


COanNIoork WW 


stimmten chemischen Umsatz nicht gedeckt sind. In Versuchen mit 
nur teilweiser Ermiidung ergibt sich allerdings ein geringerer Unter- 
schied, doch sind hier im Verhaltnis zu den kleinen absoluten Aus- 
schlagen die Schwankungen der Doppelbestimmungen (bis 0,015° C) 
zu grob, um bestimmte Schliisse daraus zu ziehen. Die Berechnung 
beiden mit Jodessigsiure vergifteten Muskeln ist natiirlich einigermaBen 
unsicher. Es ist dabei angenommen, da das wiederveresterte Phosphat 
fast ganz als Harden-Young-Ester vorliegt und da®B der Hexoserest 
volistandig aus Glykogen stammt. Dies wird durch die chemischen 
Bestimmungen als zutreffend erwiesen. Die Veresterung ist aus der 
Hydrolysenkurve bestimmt worden. Ebensowenig wie eine etwaige 
Bildung von Hexosemonophosphat oder Zunahme von nicht ver- 
esterten niedrigen, Kohlenhydraten ist eine Anderung der elektro- 
lytischen Dissoziation des hexosediphosphorsauren Salzes _beriick- 
sichtigt worden; diese Einfliisse miissen das Resultat etwas modifizieren. 


B. Warmestarre und Ruheanaerobiose. 


Prinzipiell die gleichen Ergebnisse erhailt man, wenn man die 
anaerobe Spaltung statt durch Reizung durch andere Einwirkungen 
hervorruft. Besonders bequem und genau ist die Messung der Warme- 
starre, weil dabei die Muskeln verschlossen in den Gefrierpunktsréhrehen 
erwirmt werden kénnen (!., Stunde im Wasserbad von 45°) und dann 
ohne weitere Umfiillung gefroren werden, so daB Wasserdampfverluste 
vermieden werden. Der Umsatz bei der Warmestarre ist besonders 
groB, da auBer der gesteigerten Milchsdurebildung noch die Kreatin- 
phosphorsaure und die Adenylpyrophosphorsaure total zerfallen. Die 
gleichzeitig auftretende Veresterung besteht hauptsichlich in der 
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Bildung von Monoester und braucht daher bei der Rechnung nicht 


beriicksichtigt zu werden. 


In die Tabelle III sind auch zwei Versuche 


mit thermometrischer Messung aufgenommen (Versuche 4 und 5), 
da die Methode bei der Warmestarre wegen der Moéglichkeit, mehr 


Muskeln zu gebrauchen und diese zu zerschneiden, bessere Resultate 


ergibt als bei der Ermiidung. 
AuBerdem wurden einige Ruheanaerobiose-Versuche ausgefiihrt, 


einmal in Stickstoff, wo der Umsatz derselbe ist wie bei der Ermiidung 
(Versuch 6), sodann in 100°, CO,, wo nach O. Meyerhof und F. Lip- 
mann' in den ersten Stunden fast ausschlieBlich Kreatinphosphorsaure 


A. 


T abelle 


Gefrierpunktsinderung bei der Warmestarre und Ruheanaerobiose. 


a) Adduktor 


rEt. 


Gefrierpunktsbestimmung. 


b) Triceps. 





Zeit der 


Gefrierpunkt 
a) Adduktor 


b) Triceps 


Differenz| wichts- 








Nr. Datum Behandlung Behandlung Anderung 
4 4 
vorher nachher oc 0 
} 
oh , Tx AO ¢ . a) 0.3745 0,638 0.264 
1 25. 1V. Warmestarre 45 30 Min. b) 03575 0644 0.286 0 
2 29. IV. - 45°; 30 , a) 0,418 0,636 0,218 0 
¢ ) , ro. Og a) 0,390 0,6015 0.2115 
$j 2. VE - 45° 30 b) 0.381 | 0,602 0221 ° 
4* 5. IV. 45° 30 0416 0,629 0,213 0 
§*! 12. IV. ” 45° .30 , 0415 0,667 0,252 0 
. on Vv “ob, 20! SG a) 0,492 0,499 0,097 p 
6 25. VI. | Ruheanaerob.20° 16 Std. b) 0.411 | 05095 0.0985 0,9 
7 an, # 100°/9 CO, , 20° S&S a) 0,439 0,467 0,028 0.8 
* Thermometermessung 
B. Chemischer Umeatz. 
mg P20Os5 pro g 
mg ——— enema - a mg 
Milchséure Direkt be- An- . —_ NH,-10-3 
N pro g stimmbares organisches awe : e t pro g 
_ Phosphat Phosphat _——— ——- 
vor- nach- wer nach- ven | nach- vor- ] nach- vor- | nach- vor-  nach- 
her her her her her her her her her her her her 
1 0,485 5,93 2,06 2,32 (0,86 2,29 1,20 0,03 0,72 0,04 - 
2 0,71 | 3,77 | 2,34 (2,51 | 0,89 | 2,38 1,45 0,13 | 0,387 0,01 63 56 
3 0,706 4,53 1,845 2,315.0,73 2,20 1,115 0,115 0,43 0,03 - 
4 0,206 5,36 2,14 235 0,97 218 1,17 017 0,50 0,0 - _- 
5 0,487 4,72 2,025 2,34 | 0,934 218 1,08 016 0,52 0,0 
6 048 2,72 2,04 2,08 067 1,63 1,37 045 060 054 — 
7 0,81 0,68 1,71 1,63 0,61 1,22 |1,10 041 | 0,70 0,70 _ 
1 Naturwiss. 18, 330, 1930. 
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Tabelle ILI (Fortsetzung). 


C. Berechnung. 





. J " . 
Millimol Spaltung pro eem Korrektur Differens Gefrier- Uber- 
fiir iferenz, punkts- schub, 
Nr. (-——- Sonislal jenna Gewichts- berechnet differenz, ge- 
Milcl Kreatin- Pyro- , anderung , 100 gemessen messen 
een phosphor- phosphor- Be 80 
3 siiure siiure = oC o¢ 0K 0/5 
1 61 16,5 14.4* — — 0,213 0,275 22 
2 36 18,5 5.1 3.6 ~ 0,1475 0,218 32 
3 42.5 14,1 $,5* —_ O51 0,216 30 
4 57,5 14 10,5* -= - 0,190 0,213 12 
5 47,0 13 tf. - _— 0,164 0,259 34 
6 25 13 13* — 0,005 0,095 0,098 3 
7 0 9,7 0 — 0,004 0,0265 0,028 5 


* Mit 1,5 multipliziert fiir N H,-Abspaltung. 


gespalten wird, wihrend die Milchsiurebildung gehemmt ist. Hiervon 
ist nur ein Versuch mitgeteilt, ein anderer ergab eine viel zu hohe 
Gefrierpunktsdifferenz, wahrscheinlich weil die Kohlensaure nicht aus 
dem Muskel entwichen und osmotisch wirksam war. 

Die Tabelle enthalt dieselben Spalten wie Tabelle Il. Auch hier 
ist, wo Ammoniak nicht bestimmt ist, zur Pyrophosphatspaltung 
ein Aquivalent entsprechend der Halfte der abgespaltenen Phosphor- 
siure hinzuaddiert. Die dadurch bedingte Ungenauigkeit ist gering. 

Auch bei der Warmestarre bleibt, wie man aus Versuchen 1 bis 5 
ersieht, die aus dem chemischen Umsatz berechnete Molekiilzunahme 
um 20 bis 30°,, hinter der aus der Gefrierpunktsdepression gemessenen 
osmotischen Differenz zuriick. Wiederum ist die Differenz bei der 
Ruheanaerobiose geringer, doch gelten hier dieselben Bedenken wegen 
des geringen Umsatzes wie oben. 


Diskussion. 
Als Gesamtresultat der vorstehenden Messungen ergibt sich, da} 
bei weitgehender anaerober Ermiidung und ebenso bei der Wiarmestarre 
die gemessene Gefrierpunktserniedrigung nur zu etwa 75°, durch 
bekannte Spaltungsvorginge gedeckt ist. Bei weniger weitgehender 
Ermiidung normaler und vergifteter Muskeln und bei der Ruhe- 
anaerobiose ist die Differenz kleiner, doch sind diese Versuche weniger 


genau. 

Diese Differenz wird einerseits etwas geringer, wenn man aus dem 
Verhalten der Muskeln in anisotonischen Lésungen schlieBen will, 
daB im allgemeinen die Gefrierpunktsdepression im Muskel bei Be- 
nutzung unserer Methode 5°, gréBer ist als in der Lésung, ferner, 
wenn man statt mit dem Gesamtwassergehalt von 80°,, mit dem von 
Hill ermittelten Minimalwert von 77°, ,,freien‘* Wassers rechnet. 
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Diese beiden méglichen Korrekturen von zusammen knapp 10°, 
werden jedoch ausgeglichen durch eine Vernachlissigung, die einen 
Fehler in umgekehrter Richtung bedingt. Auf die Austreibung der 
Kohlensiure bei der Ermiidung und Starre des Muskels ist naimlich 
keine Riicksicht genommen. Der im unermiideten Muskel im Moment 
des Gefrierens noch vorhandene Gehalt an Bicarbonat ist schwer genau 
anzugeben. Jedenfalls diirfte er nicht tiber 10 Vol.-°,, gebundenes CO, 
betragen. Dies ist etwa der Gehalt eines frisch entnommenen Muskels, 
der einem CQO,-freien Gasraum exponiert ist. Schon bei der Préparation 
und Einfiillung der Muskeln in die Gefrierréhrchen erhéht sich der 
Ruhemilchsaiuregehalt auf 0,04 bis 0,08°,, wie aus den Spalten der 
Tabellen IT und IIT B hervorgeht, was zur Verringerung des Bicarbonats 
fiihrt. Wahrend sich bei schwacher Ermiidung ohne auBeren CO,- 
Druck die Reaktionsinderungen kompensieren!, fiihrt die zunehmende 
Sauerung bei totaler Ermiidung zur Austreibung des gréBten Teiles, 
bei der Starre des gesamten vorhandenen CO,. 10 Vol.-°,, oder 125 emm 
CO, in leem der wasserigen Phase bedingen eine Gefrierpunkts- 
depression von 0,019, die also von der berechneten Zunahme der 
Gefrierpunktsdepression bei der Starre (—- 0,15 bis —0,20°) in Abzug 
zu bringen ware, waihrend bei der Ermiidung eine etwa proportionale 
Korrektur vorzunehmen ist. Diese Korrektur kompensiert sich, wie 
man sieht, mit den oben erwahnten. 


Zur Erklarung der gefundenen Differenz kénnte man zuniichst 
annehmen, daf durch die Milchsaéurebildung eine aquivalente Menge 
Alkalikation diffusibel gemacht wird, das vorher nicht in vollem Betrag 
osmotisch wirksam war. Insbesondere wird durch die Beobachtungen 
E. und H. Hammarstens®, wonach der osmotische Druck von Kolloid- 
elektrolyten, unter anderen auch von Eiweibsalzen, abnorm niedrig 
ist, der Gedanke nahegelegt, da das Alkaliprotein einen gegeniiber 
der Zahl seiner Ionen verringerten osmotischen Druck aufweist. Diese 
Deutung der Differenz wird aber unwahrscheinlich durch Hills Fest- 
stellung, wonach der osmotische Druck des Muskels bei Aufnahme von 
CO, sich nur um den Betrag der gebildeten HCO,-Ionen erhéht. Man 
wird deshalb zu dem SchluB gedringt, da der Unterschied von ge- 
messener und berechneter Depression auf den Eintritt noch unbekannt 
gebliebener Spaltungsvorginge zu beziehen ist, die mit einer Neu- 
bildung von Molekiilen im Betrage von etwa einem Drittel des bisher 
bekannten Spaltungsumsatzes verkniipft sind. 


1 O. Meyerhof u. F. Lipmann, Naturwiss. 18, 330, 1930; diese Zeitschr., 
im Druck, 1930. 

2 E. Hammarsten, ebendaselbst 144, 383, 1924: H. Hammarsten, eben- 
daselbst 147, 481 und 151, 177, 1924. 











O. Meyerhot : 


Vergleicht man das Resultat mit dem in der neuen Arbeit von Hill 
und Kupalov! erhaltenen, so stimmt es insofern gut mit diesem iiberein, 
als auch dort ein betrachtlicher Betrag der osmotischen Druckanderung 
durch den berechneten chemischen Umsatz nicht gedeckt ist. Bei 
genauerem Zusehen ist allerdings ein Unterschied vorhanden. Denn 
die gefundene osmotische Druckanderung ist in den Ermiidungsversuchen 
von Hill und Kupalov deutlich gréBer als hier. Die Autoren finden 
hei einem bis zur Erschépfung gereizten Muskel eine Erhéhung des 
osmotischen Druckes = 0,35 g NaCl in 100 g Wasser, was einer Zu- 
nahme von 4 0,209° entspricht*, wihrend unter Zugrundelegung 
eines kalorischen Quotienten von 350 Kalorien fiir hochgradige Milch- 
siureanhaufung sich eine Bildung von 0,3°,, Milchsiure berechnet. 
In meinem Falle ist fiir dieselbe Milchsiurebildung die Anderung von 
A nur — 0,13 bis 0,179, und dieselbe Anderung fand auch Moore, der 
seine Muskeln ebenfalls direkt mit maximal tetanisierendem Strom 
bis zum héchsten Ermiidungsgrad reizte. Nun wird allerdings schon 
im Ruhemuskel durch die mit der Gefrierpunktsmessung verbundenen 
Manipulationen ein Teil der praformierten Kreatinphosphorsaure auf- 
gespalten: in meinen Versuchen etwa 0,5 mg P,O, oder 7 Millimol, was 
in 80°, Wasser 4 = —- 0,016° ergibt. Dieser Betrag wird vielleicht 
in der Anordnung von Hill und Kupalov erst wihrend der Ermiidung 
frei, doch auch dann bleibt noch eine Differenz von etwa 20°, zwischen 
unseren Messungen bestehen. VerhaltnismaBig gut stimmen dagegen 
die beiderseitigen Starreversuche. Hier findet Hill eine osmotische 
Druckzunahme entsprechend 0,43 bis 0,49°,, NaCl (4 0,255. bis 

- 0,29°), wobei im ,,freien‘’ Wasser des Muskels sich 0,71 °,, im ganzen 
Muskel also 0,56°,, Milchsaéure findet. In meinen Versuchen ist bei 
einem Milchséureendwert zwischen 0,38 und 0,59°,, die gemessene 
Anderung von A — 0,215 bis — 0,275°. 

Auf jeden Fall fiihren die verschiedenen Methoden zu dem Resultat, 
da bei der anaeroben Muskeltatigkeit noch andere als die bekannten 
Spaltungsvorgange stattfinden und den molekularen Spaltungsumsatz 
mindestens um ein Drittel erhdhen. Daf dieses gerade die gesuchten 
intermediaren Vorginge bei der Kontraktion sind, ist allerdings nicht 
wahrscheinlich. Sie teilen vielmehr mit den bisher bekannten Spaltungen 
das Schicksal, den Moment der Erschlaffung zu iiberleben, wahrend 
man von den ursachlich mit dem Kontraktionsvorgang verkniipften 
Prozessen verlangen méchte, daB sie genau im Erschlaffungsmoment 
wieder verschwinden. 

1 Herr Professor Hill hat mir freundlicherweise eine vorlaiufige Fassung 
seiner Arbeit schon vor einiger Zeit im Manuskript zugianglich gemacht. 

2 Landolt- Bornstein, 5. Aufl., S. 1452. 
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Herrn Dr. £. J. Warburg danke ich fiir die Ausfiithrung der oben 
wiedergegebenen Kontrollmessungen, Herrn W. Schulz fiir seine Hilfe 
bei den chemischen Bestimmungen. 


Zusammenfassung. 

In der Arbeit wird eine thermoelektrische Methode zur Messung 
der Gefrierpunktsinderung des Muskels bei Ermiidung und Starre 
beschrieben und die beobachtete Anderung von 4 mit dem gleich- 
zeitigen molekularen Umsatz verglichen. Bei hochgradiger Ermiidung 
und Starre ist die gemessene Gefrierpunktsdepression etwa 30° , gréBer 


als durch nachweisbare Spaltungsvorgange erklarbar ist. 


Uber Beeinflussung der Girungsgrébe und des 
Oxydationsquotienten der Hefe. 
Von 
0. Meyerhof und Ken Iwasaki. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem, und dem 
Institut fiir Physiologie im Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizinische 
Forschung, Heidelberg.) 


Eingegangen am 27. Juli 1930. 
gegang 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Der quantitative Zusammenhang zwischen der GarungsgréBe 


in Stickstoff und Sauerstoff und der AtmungsgréBe der Hefen wurde in 
den bisherigen Arbeiten! in zuckerhaltiger Phosphatlésung untersucht. 
Es ergab sich dabei, da} eine Wirkung der Atmung auf die Garung 
in dem Sinne besteht, daB 1 Mol des durch die Atmung aufgenommenen 
Sauerstoffs bzw. '/, Mol oxydierten Zuckers den Géarungsumsatz 
von !., bis 1 Mol Zucker zum Verschwinden bringt. Diese Beziehung, 
die als Oxydationsquotient der Spaltung bezeichnet wurde, stimmte 
zahlenmaBig mit dem friiher im Muskel gefundenen Oxydations 
quotienten der Milchsaure tiberein, wo die Sauerstoffatmung in ahnlicher 
Weise den Spaltungsumsatz des Kohlenhydrats riickgangig macht. 
und enthiillte fiir die alkoholische Garung den gleichen allgemeinen 
Zusammenhang zwischen Atmungs- und Spaltungsstoffwechsel, den 
Otto Warburg? in allen tierischen Geweben gefunden hatte. Seinem Vor- 
schlag folgend, bezeichnen wir diesen Zusammenhang als die Pasteursche 
Reaktion. 

Versuche mit Saccharomyces Ludwigii ergaben aber spaiterhin®, da} 
in Zucker-Phosphatlésung weder die anaerobe Garung noch der Oxyda- 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 162, 43, 1925; Ken Iwasaki, ebendaselbst 
208, 237, 1928. 

2 O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, Julius Springer, 1926. 

3 Ken Iwasaki, diese Zeitschr. 208, 237, 1928. 
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tionsquotient maximale Werte haben, da’ beide vielmehr in Bierwiirze 


und Hefewasser in kurzen Zeitraumen, wo ein Wachstum nicht in 
Betracht kommt — stark vergr6éBert sein kénnen. Wir haben diesen 


Aktivierungsvorgang jetzt naher untersucht, und zwar daraufhin, auf 
welche Weise die Garungssteigerung tiberhaupt zustande kommt, sowie 
ob ein Zusammenhang besteht zwischen Géarungsaktivierung und 
VergréBerung des Oxydationsquotienten. Das geeignete Objekt waren 
dafiir Reinzuchten des Saccharomyces Ludwigii, wenn auch eine 
Beeinflussung ahnlichen Umfangs bei allen von uns untersuchten 
Heferassen hervorgerufen wurde. 


DaB im Hefeextrakt und in der Bierwiirze Stoffe enthalten sind, 
die die Garung steigern, ist schon von Euler und seinen Mitarbeitern 
gezeigt'. Er nannte diese Fraktion Z-Substanz und wies nach, daB sie 
weder mit der Cozymase noch mit Wachstumsvitaminen identisch 
ist, wahrend eine chemische Charakterisierung bisher nicht gelang. 
Die Befunde Eulers kénnen wir bestatigen und bezeichnen dem- 
entsprechend die fragliche Substanz als Eulerschen Z-Faktor. 


Methoden, 


Die Methoden entsprachen genau denen der vorigen Arbeit. Vo, 
(Atmungsgr6Be in Kubikmillimeter Sauerstoff pro Milligramm Trocken- 
gewicht und Stunde), QX: (in Stickstoff gemessene Garungsgr6Be in Kubik- 
millimeter CO, pro Milligramm Trockengewicht und Stunde), Qe2 (in 
Sauerstoff gemessene Garungsgr6Be in Kubikmillimeter CO, pro Milligramm 
Trockengewicht und Stunde) wurden nach den Warburgschen mano- 
metrischen Methoden bestimmt in kegelférmigen GefaéBen mit etwa 12 cem 
Inhalt, Einsatz fiir NaOH und Retorte. Die Versuchszeit betrug meist 
30 Minuten, Versuchstemperatur 20 oder 28°, Zuckerkonzentration 1°). 

Die Ziichtung des 8. Ludwigii geschah ebenfalls wie friiher beschrieben. 
Zur Anstellung der Versuche wurden 10 bis 20cem der unter Liiftung 
in Bierwiirze mit 3°, Traubenzucker gewachsenen Kultur abpipettiert, 
zweimal auf der Zentrifuge mit 15°, KH,PO, gewaschen und dann mit 
der Phosphatlésung auf 40 bis 80 cem aufgefiillt. Hiervon dienten 0,4 bis 
leem fiir jede Messung, entsprechend 1 bis 2 mg Hefetrockensubstanz. 
Der Zucker wurde meist eine halbe Stunde vor Beginn der Messung zu- 
gesetzt, um den allmahlichen Atmungsanstieg, der nach Zuckerzusatz 
erfolgt, auf seinen héchsten Wert kommen zu lassen. Natiirlich soll wihrend 
der Vorperiode und Versuchszeit kein stiirkeres Wachstum in der Nihr- 
lé6sung stattfinden, da sonst die gefundenen Unterschiede durch Wachstums- 
vorginge stark beeinfluBt wiirden. Da8B in den Versuchen das Wachstum 
keine betrachtliche Rolle spielt, ergibt die Atmung. Diese ist bei Zusatz 
der girungssteigernden Extrakte im allgemeinen nur 10, héchstens 20°,,, 
gréBer als in Zucker-Phosphatlésung, so daB der Einflu8 des Wachstums 


1 Kuler u. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 141, 297, 1924; 176, 
258, 1928. 
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nur von dieser GréBenordnung sein diirfte. Das Hefewasser wurde nach 
der Vorschrift Pasteurs hergestellt, indem 100g Hefe mit 1 Liter destil 
liertem Wasser gekocht und die Extrakte nach mehrfacher Filtration steri 
lisiert wurden. Mazerationskochsaft wurde nach der Vorschrift Lebedews 
aus untergiriger Trockenhefe bereitet, wobei der Mazerationssaft gekocht, 
filtriert und das Filtrat meist noch einige Stunden am RiickfluBkiihler 
erhitzt wurde, um die Cozymase zu zerstéren. 


I. EinfluB der Konzentration des Z-Faktors. 


Die Wirkung des Z-Faktors ist nach den AauBeren Versuchs- 
bedingungen etwas verschieden. Bei weniger girkraftiger Hefe ist die 
Z-Wirkung meist gréBer; die Steigerung betrigt hier oft 200°, 
etwa 100°,. Der Maximalwert mit Hefewasser ist oft kleiner als mit 
Bierwiirze, doch liegt dies nur an ungeniigender Konzentration, 
denn man kann mit Mazerationskochsaft stets denselben Maximal- 
wert wie mit Bierwiirze erreichen; ja, sogar eine 10- bis 20fache 
Verdiinnung des Mazerationskochsaftes wirkt maximal, wahrend die 
Bierwiirzewirkung schon bei fiinffacher Verdiinnung zu sinken beginnt. 
Eine Reihe von Versuchen mit verschiedener Konzentration ist in 


Tabelle I wiedergegeben. Vgl. auch Abb. 1, wo bei Versuch 2, Tabelle I, 


sonst 
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Abb. 1. 

Anaerobe Girungssteigerung durch verschiedene Konzentrationen Bierwiirze und Hefewasser 
Ordinate: Prozentische Steigerung der Gurung. Abszisse: Konzentration der Zusiitze in 
logarithmischem Mafstab, ausgehend von unverdiinnter Lisung (0). 
+—-—~—+ Bierwiirze. -_——- Hefewasser. 


der Verlauf der GarungsgréBe in Abhangigkeit von der Konzentration 
(logarithmische Skala) graphisch wiedergegeben ist. Unverdiinnter 
Mazerationskochsaft und stirker konzentrierte Bierwiirze haben eine 
schwichere Wirkung, wahrscheinlich infolge einer hinzukommenden 


Hemmung. 
Wahrend die AtmungsgréBe durch die Z-Substanz nicht 
einfluBt wird, wird gleichzeitig mit dem Anstieg der anaeroben Garungs- 
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Tabelle I. 


Gaérungsbeeintlussung durch verschiedene Konzentrationen des Eulerschen 


Z-Faktors. 





Tempe- ‘onzen- No Ne Steige- 
Nr. Datum ratur des a tration ran Ro Var rung 
oC P , Zusatzes phat mit Zusatz 6 
1 19. VI. 29 28 Mazerations- 0,1 134 362 170 
kochsaft 
= 0,01 282 115 
¥ 0,001 168 25 
Bierwtrze 0.1 276 105 
a 0.01 186 40 
0.001 150 (10) 
2 15.VII. 29 28  Hefewasser 2 fach 133 245 85 
i 0.5 235 75 
8 0,18 213 60 
sa 0,05 180 35 
0,018 155 15 
" 0,005 133 0 
Bierwiirze 2 tach 233 75 
ns 0,5 277 105 
0,18 257 95 
0,05 239 8) 
* 0,018 193 45 
m 0,005 161 20 
3 19. III. 30 28 Hefewasser 0,75 163 380 130 
. 0,25 304 85 
. 0,1 187 15 
= 0,05 186 15 
“ 0,025 184 15 
: Bier-viirze 0,75 438 170 
; 0,25 438 170 
0,1 340 110 
a 0,05 256 55 
0,025 220 | 35 


gréBe der Oxydationsquotient erhéht (vgl. Tabelle II). Der Oxydations- 
quotient ist berechnet als 
verhinderter Garungsumsatz in Mol Zucker 
oxydierte Mol Zucker 
ist also dreimal so groB wie der Quotient 
verschwundene Garungskohlensaure 
verbrauchter Sauerstoff . 
welcher direkt bestimmt wird. 

Ebenso wie auf die anaerobe GirungsgréBe zeigt sich der Einflub 
der Konzentration des Z-Faktors auf den Oxydationsquotienten. Die 
Wirkung bei zehnfach verdiinnter Bierwiirze ist, wie man aus Ver- 
such 6, Tabelle II, sieht, nur etwa halb so groB wie bei halbverdiinnter. 


2) * 

















20 O. Meyerhof u. K. Iwasaki: 


Tabelle II. 


Oxydationsquotient bei der Z-Wirkung auf saccharomyces Ludwigii. 





Tempe- N oO sacs Zunahmi 
Nr. Datum ratur Benutzte Lisung d,* Q; 2 Vo nen a 
’ 7 2 N; 

oC (OQ) 6° or 


1 | 24. X. 28 20 Zucker-Phosphat 145 85 (49,9 3,36 
Bierwiirze 271 159 56,8 5,7 90 70 


2 18. Ill. 30 20 Zucker-Phosphat 111 80 | 27 3,45 
Zucker-Hefewasser 187 122 | 382 6,09 70 80 

3 1. VII. 30 20 Zucker-Phosphat | 78 50 | 22,7! 3,7 
Bierwiirze 163.7 116 (253 56 110 50 

4 1. VII. 30 20 Zucker-Phosphat 82 47,5| 36,5 2,8 
Bierwiirze 158,6 92,8)37,5 53 95 90 

5 | 2. VII. 30 20 Zucker-Phosphat 95 61,1 | 27,9 3,65 
Bierwiirze 186,5 128,8 31,7 5,5 100 50 

6 24. IIL. 30 28 Phosphat 182 (127 | 45 3,66 
7 | 24. I. 30 28 Bierwiirze 1:10 220 132 | 56 4,7 21; 27 
8 | 24. III. 30 28 Bierwiirze 1:2 270 158 56 6,0 48 65 


% . . . eo . . oe . « o . r, 
Ubrigens ist die Garungsaktivierung fiir die girfihigen Zucker: 
Glucose, Fructose, Mannose, Saccharose genau die gleiche. 


II. EinfluB der Temperatur. 
Die Wirksamkeit des Z-Faktors steigt mit der Temperatur an. 
Bei 10° ist fast keine Einwirkung feststellbar, indem die GarungsgréBe 
kaum und der Oxydationsquotient gar nicht verandert sind. In dem 
Temperaturbereich von 10 bis 28° ist der Oxydationsquotient in Phosphat- 
lésung ungefahr = 3,5, bei Zusatz des Z-Faktors dagegen bei 10° 3,5, 


Tabelle III. 


Einflu8 der Temperatur auf die Garungsaktivierung durch den Z-Faktor. 
Versuch vom 18. Marz 1930. 





: %') Zunahme 
Nz 0 
Ve,” mit Z-Faktor 


Tempe- : N. Or 
ratur Benutzte Lisung QV," Qe" Vo, OQ 7 lacie 
No 

oc U0. QV," Og 

28 Phosphatlésung 179 | 1228) 52,2 | 3,24) 3,43 
Hefewasser (50/100) 381 | 305 64 6,57 | 5,96 110 100 

20 Phosphatlésung 111 66.2 408 36 | 2,72 
Bierwiirze (50/100) 199 {1163 41,7 | 5,97 | 4,77 80 65 

42 | 2,55 


10 Phosphatlisung 40 22,1; 15,7 | 3, 
Hefewasser (50/109) 49 28,2' 16,5 139 | 3,01 2! 
Bierwiirze 51,5; 60,7; 17,1 | 3,15) 3,01 30 0 
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20° 6,0, 28° 6,61. Da aber nur die Garungsgr6éBe und nicht die Atmung 
durch den Z-Faktor beeinfluBt wird, so steigt das Verhaltnis von an- 
aerober Garung zur Atmung in Bierwiirze und Hefewasser mit der 
Temperatur stark an (vgl. Tabelle ITT). 


III. Wirkung auf andere Hefen. 
Soweit gepriift, ist die Z-Wirkung bei allen Heferassen die gleiche. 
Als Beispiel diene die folgende Tabelle IV, aus der man ersieht, dab 
mindestens die gleichen Verdiinnungen des Hefeextrakts und der 
Bierwiirze wie bei Saccharomyces Ludwigii auch bei PreBhefen wirk- 
sam sind. 
Tabelle IV. 


Garungssteigerung von PreBhefe durch verschiedene Konzentrationen des 
Z-Faktors. 








u = 
a E wn, | & 
Nr. Datum Heferasse Benutzte Lisung k-| Vi dD. A 
= on 
oc - C 0 

1 13. VL. @& 28 Jackerhefe Phosphat 240 
Mazerationskochsaft 0,1 460 90 
" 0,01 469 95 
or 0.0025 445 85 
a 0.001 | 368 55 
sierwirze 0.01 405 70 
0.001 ISO 15 

2 28. II. 30 20 Bickerhefe Phosphat 119 
Hefewasser 0.5 209 75 
Bierwiirze 0.5 212 80 

38 19. VI. 29 | 28  Rasse M* Phosphat 216 
Mazerationskochsaft 0,1 322 50 
= 0.01 340 60 
Fa 0,001 ISD 30 

4 5. VIL 30 20 Rasse XII ** Phosphat 129,5 

Mazerationskochsaft 0,1 298 130 


* Mischrasse des Instituts fiir Girungsgewerbe. 
** Reinzuchthefe des Instituts fiir Girungsgewerbe, frisch in Bierwiirze geziichtet 


Auch hier ist die Steigerung der anaeroben GarungsgréBe mit einer 
Steigerung des Oxydationsquotienten verkniipft. Dieser betragt aber 
bei Backerhefe von vornherein 6 und steigt nun mit Zusatz von Bier- 
wiirze oder Hefewasser auf etwa 9. 


' Bei Backerhefe und einem gréBeren Temperaturintervall —fand 
Kubowitz (unter Warburg), diese Zeitschr. 204, 475, 1929, auch eine Anderung 
des Oxydationsquotienten in Phosphatlésung, insbesondere zwischen 
— 3,5 und + 20°, 
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Etwas schwieriger ist dies fiir frisch geziichtete Reinzuchtprebhefe 
(Rasse XII des Instituts fiir Garungsgewerbe) festzustellen. Hier ist die 
Atmung zunachst klein und der Oxydationsquotient nicht sehr genau 
zu messen. Es scheint jedoch, daB auch hier die erhebliche Steigerung 
der anaeroben Garung bei Zusatz des Z-Faktors mit einer Erhéhung 
des Oxydationsquotienten verbunden ist (siehe Tabelle V). 

Mit frisch geziichteter Backerhefe (Marke ,,Vulkan‘* Ludwigs- 
hafen) wurden einige weitere Versuche angestellt, die zeigten, daB die 
in der PreBhefefabrikation jetzt an Stelle von Bierwiirze meist benutzte 
Melasselésung (mit Ammonsalzzusatz) ebenfalls den Z-Faktor enthilt 
und daB hier die Erscheinungen die gleichen sind wie mit Bierwiirze. 

Die Versuche 4, 5 und 6 der Tabelle V entstammen einem Zucht- 
versuch mit technischer Melasselésung (enthaltend etwa 1,5°,, Invert- 
zucker) unter Zusatz von Superphosphat, Diammonphosphat und 
Ammonsulfat. Versuch 4 ist direkt mit der ,,Anstellhefe‘‘, die, in Bier- 
wiirze geziichtet, 48 Stunden alt war, ausgefiihrt, Versuch 5 beginnt 
1!., Stunden nach Beginn der Ziichtung (unter Sauerstoffdurchliiftung 
bei 28°), Versuch 6 beginnt 4! Stunden danach, wobei die Melasse- 
lésung in der Zwischenzeit an Zucker mehr und mehr verarmte. Es ergibt 
sich so, daB auch bei der technischen Hefeziichtung die Géarungs- 
steigerung durch den Z-Faktor einen bedeutenden EinfluB auf die Ge- 
schwindigkeit des Zuckerverbrauchs ausiibt. Dabei iiberlagern sich 
in der spiteren Zeit die Wirkungen des vorgebildeten und des aus 
der Hefe abgegebenen Z-Faktors mit dem Garungsabfall durch das 
Sinken der Zuckerkonzentration. 


IV. Wirkung anderer Substanzen. 

Ebenso wie Bierwiirze und Hefeextrakt wirken auch deren Dialysate, 
wie schon von Euler! gefunden ist. Dagegen ist die Aktivierung durch 
manche andere Zellextrakte offenbar abweichender Natur. So steigert 
auch Muskelkochsaft die Garung, etwa halb so stark wie Hefekochsaft, 
aber erhéht auch in gleichem Mabe die Atmung. Der Oxydations- 
quotient bleibt in diesem Falle ungeindert. Ein Beispiel hierfiir ist 
in Tabelle VI wiedergegeben. 

Ebenfalls eine gewisse Steigerung der Garung ruft Pepton hervor, 
und zwar in 0,5 °.iger Konzentration. Héhere Konzentrationen wirken 
nicht starker. Die Steigerung ist etwa halb so gro wie durch Bier- 
wiirze bei maximaler Wirkung. Die Atmung wird nicht beeinfluBt. 
Der Oxydationsquotient ist nur wenig erhéht (Tabelle VI, Versuch 2 
und 3). 


1 Euler ue. Myrbdck, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 
258, 1928. 
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Tabelle VI. 


Wirkung von Muskelkochsaft und Pepton auf Saccharomyces Ludwigii. 





Tempe- N 
Nr. ratur Benutzte Lisung Q;” 
oC , 


O@ 


20 Phosphatlésung 129 
Muskelkochsaft (50/100) 171 
20 Phosphatlésung 76 
0,8°% Pepton und Phosphat 104 
28 Phosphat 113 
Pepton 0,5% 259 
ome o. 264 
Bierwiirze 0,5 °% 370 

Wirkung des Z-Faktors bei verschiedenen Zuckerkonzentrationen. 
Die Abhangigkeit der GarungsgréBe der Ludwigiihefe in Phosphat- 
lésung von der Zuckerkonzentration ist schon in der vorangehenden 
Arbeit mitgeteilt!. Die GarungsgréBe steigt bis etwa 0,2 °,, Trauben- 
zucker und ist dann konstant. Dariiber hinaus ist also das Ferment 
mit Zucker gesattigt ; dann kénnen Steigerungen der Garung bei héherer 
Zuckerkonzentration nicht mehr auf Anderung der Diffusionsgeschwindig- 
keit oder der physikalischen Verteilung des Zuckers im Zellinnern 
bezogen werden. Dagegen kénnte man zunichst an eine feinere Ver- 
teilung des Ferments denken, die die dem Zucker zugingliche Ober- 
fliche vergréBert. Ware dies der Fall, so miiBte die Steigerung durch 
den Z-Faktor bei nicht mehr sattigenden Zuckerkonzentrationen unter- 
bleiben, da ja hier die besetzte Oberflaiche nicht vergréBert werden 





G7 d 5 wo%@lucher 
Abb. 2. 
Girungssteigerung durch den Z-Faktor bei verschiedener Zuckerkonzentration. 


Ordinate : QN2-Werte. Abszisse: Zuckerkonzentration in ° 9. 
; 


I ——— Tabelle 7, Versuch 1 bei 28°. a ohne Zusatz, b mit Hefewasser. 
7 


Il -—-— Tabelle 7, Versuch 3 bei 20°. a ohne Zusatz, b mit Mazerationskochsaft. 


1 K. Iwasaki, a. a. O. 
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kénnte. Indessen zeigt sich, daB auch bei nicht sattigender Zucker- 
konzentration der Z-Faktor die Garung um etwa den gleichen Betrag 
steigert wie bei hdherer Konzentration, die Wirkung also vom Sattigungs- 


grad des Ferments unabhingig ist (siehe 


Garungssteigerung durch 


Tabelle 
den Z-Faktor bei 


Vil. 


auch Abb. 2). 


niederer Zuckerkonzentration. 





Nr. Datum 

1 | 3. VI. 29 
2 | 3. VI. 30 
3 | 4. VIL 30 
4 5.VIL. 30 


. Temperatur 


Zusatz 
0 
28 Hefewasser 
Bierwiirze 
20 Mazerations- 
kochsaft 
20 
20 Ms 


Ey. 

Bh 
zs at 
a © 
aN [8 
He 

wet 

0.5 0.025 
0.5 1 
0.5 

0,5 1 


0.25 

0,25 

0.18 0,025 
O18 Of 
0.18 1.0 
0.1 0.05 
0,1 1,0 


tration 
Ne 


konzen- 
q@ 


in Phosphat 


0,1 
0,5 


G 


aos 
or 
or 


82 
105 
24,7 
69 
96 


44 
102 


~ 


Y 
mit Z-Faktor 


110 
216 
276 
360 

63 


138 
206 

73 
170 
187 

97 
189 





Steigerung 


210 
159 
95 
120 
85 


Auch bei Herabsetzung der Zuckerkonzentration andert sich wieder 
der Oxydationsquotient mit der anaeroben GirungsgréBe. Bei konstant 
bleibender Atmung und stark verkleinerter anaerober Garung wird 
der Oxydationsquotient ebenfalls stark verkleinert und betrigt nur 
mehr ungefaihr 1, d.h. der Gaérungsumsatz verschwindet nur in dem, 
Einige Beispiele sind in 


Umfange, 


Tabelle VIII aufgefiihrt. 


Tabelle 


wie Zucker oxydiert 


Vill. 


Oxydationsquotient und GirungsgréBe bei verschiedener Zucker- 


konzentration in Phosphatlésung. 


Temperatur 20°. 





Nr. Datum 

1 17. VI. 30 
17. VI. 30 

2 3. VII. 30 
3. VII. 30 

3 4. VII. 30 


4 5. VU. 


? 0 0 
Zucker- 
konzentration 


0,025 


0,05 


No 
VG" 


Wi 
37,1 
63 


17,6 
1 


30 
44 


Vo, 
37,4 
32 


24 
26,2 


31 
40,4 


ao°o 
< 


_ 
Sth 


0,96 
3,15 
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Der Zusatz des Z-Faktors andert an diesem Verhalten nur wenig 
In Analogie zu den bisherigen Versuchen war anzunehmen, daB der 
Oxydationsquotient dabei wieder steigen sollte, das ist aber nur in 
sehr geringem Mabe der Fall. Wahrscheinlich liegt dies an dem kom- 
plizierenden Umstand, daB bei niederen Zuckerkonzentrationen die 
Atmung durch Mazerationskochsaft deutlich erhéht wird. Das Ver- 
haltnis der anaeroben Garung zur Atmung dndert sich daher nicht. 


Tabelle IX. 


Giarungsgré6Be und Oxydationsquotient mit Z-Faktor bei niederen Zucker- 
konzentrationen. 





Zucker- No 
| konzen- N a) VG" 
Datum Lisung tration | Ye? 0, O I» : 


¢ 
5 U0» 


3. VII. 30 Mazerations- 0,025 48 7,6 44,4 , 1,1 
kochsaft 0,1 


1,0 211 26, 34,1 6, 


4. VII. 30 Phosphat 0,037 42 29, 31,3 
Mazerations- 0,037 53 38,5 46.6 
kochsaft 0,1 


5. VIL. 30 Phosphat 0,05 48 40,4 
Mazerations- 0,05 79 56,6 54,8 
kochsaft 0,1 


VI. Ausscheidung des Z-Faktors durch lebende Hefe. 


Das Vorhandensein des Z-Faktors im Hefewasser zeigt, daB die 
Hefezelle in ihrem Innern Substanzen enthalt, die die GarungsgréBe 
in Salzlésung um 100°,, und mehr steigern kénnen. Man mu8 daher 
annehmen, daB diese Substanzen in der Zelle entweder in nicht aktiv 
wirksamer Form vorhanden sind oder nicht so lokalisiert, um das 
Garungsmaximum direkt hervorzurufen, so daB erst Zusatz derselben 
von auBen zum Garungsmaximum fiihrt. Da®B der Zusatz der Zell- 
inhaltsstoffe zur Hefesuspension nur die Konzentration von schon an 
sich wirksamen Substanzen des Zellinnern erhéhen sollte, erscheint 
ausgeschlossen. Denn in einem 100fach verdiinnten Mazerationskoch- 
saft kann die Konzentration dieser Inhaltsstoffe ja nur '/, 99 derjenigen 
in der Hefezelle betragen. Man miibte daher schon annehmen, dab 
erst durch das Abkochen der Hefe vorher inaktive Substanzen aktiviert 
werden. Dies ist jedoch nicht der Fall. Vielmehr 1aBt sich die Bildung 
und Ausscheidung des Z-Faktors aus der lebenden Hefe direkt fest- 
stellen und damit beweisen, daB gerade die Einwirkung von auben 
auf die Zelle fiir den Garungsanstieg entscheidend ist. 

Schiittelt man nimlich Hefe in sauerstoffhaltiger Zucker-Phosphat- 
lésung fiir mehrere Stunden, so steigt bei kaum merklicher Zunahme 
des Trockengewichts der Hefe die Garungsgr6Be mehr und mehr an 
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und die abzentrifugierte zellfreie Suspensionsfliissigkeit ist nun ihrer- 
seits imstande, die Girung neu zugesetzter, in Phosphatlésung ge- 
waschener Hefe sofort zu erhéhen. In demselben MaBe wird auch der 
Oxydationsquotient gesteigert. Der Z-Faktor ist also von der lebenden 
Hefe in die AuBenlésung abgegeben und wirkt von hier aus nicht nur 
auf die sezernierende Zelle selbst, sondern auch auf andere Hefezellen, 
die mit der Lésung in Beriithrung kommen. 

In Tabelle X ist zunachst die Erhéhung der GarungsgréBe einer 
Hefesuspension beim Schiitteln in sauerstoffgesattigter Zucker-Phosphat- 
lésung dargestellt, sowie die Erhéhung des Oxydationsquotienten. 
Ferner zeigt der Versuch 2, dab, wenn diese Steigerung der Garung 
eingetreten ist, Zusatz von Bierwiirze nun keinen EinfluB mehr hat, 
was beweist, daB eben die Garungssteigerung auf die Wirkung des 
Z-Faktors zuriickzufiihren ist. Der Oxydationsquotient andert sich 
auch hier wieder parallel. 

Tabelle X. 
Ausscheidung des Z-Faktors durch lebende Hefe. 
Temperatur 20°. 





Trocken- 
gewicht 
Nr. Datum oe Zusiitze qr? Qi Qe, OR ae ga 
suspension 
mg 
1 6. V. 30 direkt —— 112 70.4, 37,4 3,33 13,8 
5 Std. in -- 168 85 42 6,06 14.6 
Sauerstoff 
geschiittelt 
a ae direkt — 126.2 85 38 3,27 15,0 
i. Bierwiirze 230 152 40 5,85 15,0 
0.5 
5 Std. in —_ 191 95,8; 49,2 | 7,11 16.9 
Sauerstoff : 
geschiittelt 
dasselbe Bierwiirze 215 116 43 69 16,9 
0.5 


Zur Untersuchung des Einflusses der abzentrifugierten Suspensions- 
lésung auf neu zugesetzte Hefe wurde die Ausgangshefe sowohl mit 
sauerstoffgesattigter wie sauerstofffreier Zucker-Phosphatlésung und 


schlieBlich in zuckerfreier Lésung mit und ohne Sauerstoff etwa 
4 Stunden geschiittelt. Zur abzentrifugierten Lésung wurde dann eine 
Menge Zucker, um die Konzentration auf 1°, zu bringen, und neue 
Hefe hinzugefiigt. Am geringsten ist die Wirkung der Fliissigkeit, in 
der Hefe ohne Zucker und ohne Sauerstoff geschiittelt wurde (vgl. 
Tabelle XI, Versuch 4) und ebenfalls unbetrachtlich, wenn die Lésung 
zuckerfrei, aber sauerstoffgesattigt war (Versuche 1 und 4). Dagegen 
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hat die Schiittelung der Hefe in sauerstofffreier, zuckerhaltiger Lésung 
schon einen deutlichen Effekt (Versuche 1, 2, 3 und 5); erheblich starker 
ist aber die Wirksamkeit der Lésung, wenn Zucker und Sauerstoff 
gegenwartig waren. Dann erreicht die Wirkung annihernd diejenige 
des Yefewassers. Auch hier andert sich der Oxydationsquotient parallel 
mit der anaeroben Garungsgr6Be bei unveranderter Atmungsgeschwindig- 
keit. Man ersieht dies aus den folgenden Tabellen XI und XII. In 
diesen letzteren sind verschiedene Konzentrationen der Suspensiors- 
losung benutzt; vgl. auch Abb. 3. 





Nai —_~ 
og a4 
60 20} SY 10g 
50 100\ a 
40 8 I 
30 60} 
2a 40 ona 1 
10 [ = - ] 
° °V@UB VE 
NONZETV T 0 DEP’ SUASEP? - 
SONSTUissghe/? 


Abb. 3. 
Gang der Girungsgrife (Q;,”) und des Oxydationsquotienten (VQ) mit verschiedenen Ver- 





diinnungen der Hefesuspensionsfliissigkeit. 
Abszisse: Verdiinnungen der zuckerhaltigen, mit Sauerstoff geschiittelten Hefesuspensions- 
fliissigkeit (Tabelle 12). 


Tabelle XI. 
Wirkung von abzentrifugierter Hefesuspensionslésung auf Gidrung 
Oxydationsquotient. Temperatur 20°. 





Ge- ' 
vs As . 0. 
Datum Benutzte Lésung schiittelt Qe Q,,” Vo 
. ’ 2 
r 2 


». VI. 30 Suspension zuckerhaltig 4 208 | 128 40 
* N, 174 97 | 42 
‘ zuckerfrei 9 161 94,3 40,7 
Phosphat 120 62,6 34,4 


Suspension zuckerhaltig 199 | 139.3 29,7 
‘ 169 | 121,2 31,8 


Phosphat 139 99,2 | 27,8 
Suspension zuckerhaltig 222 | 139 | 37,6 
” y. 181 | 113,2 40,8 

Phosphat 145 83 39,3 


Suspension zuckerfrei 4 158 | 123,4 24,6 
. ” ‘ 144 | 113,4 22,6 
Phosphat 130 | 96,8 | 24,2 


Suspension zuckerhaltig ‘ 128 = 31 
‘* = \ 102 34 
Phosphat 89 | 31 
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Tabelle XII. 


EintluB der Verdiinnung der Suspensionslésung (Zucker, O,). 





Benutzte Lisung oe Q® Qe? Qo, Og 
PRE co 6b km eon — 89,2 61,6 23,9 3,48 
{ 0,13 108 71,8 26,2 4,14 

Suspensionslisung 0,25 125 83 27 4,68 


0,75 152 99,6 25,6 6,15 


DaB der Z-Faktor von der Hefezelle in sauerstoffhaltige Zucker- 
Phosphatlésung in héherer Konzentration abgegeben wird, als er in 
der Hefezelle vorhanden ist, folgt mit Wahrscheinlichkeit aus dem 
Vergleich verschiedener Verdiinnungen dieser Suspensionslésung und 
dem durch Abkochen der Hefe gewonnenen Hefewasser. Ein Vergleich 
ist in der Tabelle XIII enthalten. 


Tabelle XIII. 


Vergleich der Girungsaktivierung von Suspensionslésung und Hefewasser. 





No - . . Trocken- 
Q;;” bei Konzentration des Zusatzes | gewicht 
Nr. Datum Zusatz pro 
bites ete © te: weeiates — leem 
0 0.15 0,25 0.5 0,75 mg 
1 18. VI. 30 Hefewasser 110 140 168 192 | 196 3.6 
Suspensionslisung, 110 123 135 148 | 167 5,3 
2 7. VI. 30 Hefewasser 105 140 1538 | 151 | 149 36 
Suspensionslésung 105 120 139 154 154 8,3 


In Versuch 2 wird z. B. die Maximalwirkung durch vierfach ver- 
diinntes Hefewasser und doppelt verdiinnte Suspensionslésung erreicht 
und das Géirungsmaximum in beiden Fallen stimmt iiberein. 1 ecm 
dieser maximal wirksamen Verdiinnungen entsprach bei der Suspensions- 
lésung 4 mg Hefe Trockengewicht, bei Hefewasser 9 mg. In dem Ver- 
such 1, wo die Suspensionslésung mit einer geringeren Hefemenge 
hergestellt ist und der maximale Anstieg mit Hefewasser gréBer ist, 
hat eine fast unverdiinnte Suspensionslésung die Maximalwirkung 
des Hefewassers noch nicht erreicht; doch entspricht auch hier die 
Wirkung von 0,75fach konzentrierter Suspensionslésung dem 0,25fach 
konzentrierten Hefewasser, was fiir erstere 3,5 mg Hefetrockengewicht, 
fiir letztere 9 mg Hefetrockengewicht pro Kubikzentimeter aquivalent 
ist. Vgl. auch Abb. 4. 

Man mu danach annehmen, da’ der fragliche Stoff erst in Zucker- 
Phosphat in Gegenwart von Hefe gebildet und dann nach auben ab- 
gegeben wird. 

Diese Garungsaktivierung mub eine bedeutende Rolle fiir den 
Zuckerumsatz der Hefe spielen, und zwar um so mehr, je mehr Hefe- 
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zellen in einem bestimmten Fliissigkeitsvolumen vereinigt sind. Dann 
erreicht bei Cberimpfung von Hefe in frische Lésung die Konzentration 
des Z-Faktors durch Abgabe von seiten der Zellen allmihlich das Maxi- 
mum, wodurch die Gaérungsgr6éBe pro Einheit Trockengewicht um 100 ‘ 

steigt. In der Bierwiirze und wahrscheinlich auch in anderen, fiir das 
Wachstum geeigneten Nahrlésungen der Hefe ist aber derselbe Faktor 
von vornherein schon in optimaler Konzentration vorhanden und 
daher die Girungsgr6Be schon von Beginn der Einimpfung an maximal. 


Nez 
‘A 


L600. 


4% |}—---+--"_—-_——— 





; lb 
—_ 


0 }——- ++ +++ +--+ 
770 + 


—-— 7b 








C2IVEIEGEPBEIUVNLREME b6magHer 
Abb. 4. Trackengew 


Steigerung der Girung mit verschiedenen Verdiinnungen Hefewasser und Hefesuspensions- 
fliissigkeit. Die Verdiinnungen sind umgerechnet auf mg Trockensubstanz derjenigen Hefe- 
menge, die zur Herstellung der Lisungen gedient hat. 

I = Tabelle 13, Versuch 1. a Suspensionslisung, b Hefewasser. 

Il = Tabelle 13, Versuch 2. a Suspensionslisung, b Hefewasser. 


Ordinate Qe, Abszisse mg Hefetrockengewicht fiir Herstellung der Lisung 


Ob diese Garungssteigerung eine fiir das Wachstum nétige Voraussetzung 
ist, sei dahingestellt; jedenfalls ist die Wirkung des Z-Faktors selbst 
eine primare und erfolgt auch schon in so verdiinnten Lésungen von 
Hefekochsaft, wo ein Wachstum praktisch nicht stattfindet. 


Bemerkenswert ist, daB in allen Fallen, wo die GarungsgréBe 
durch den Z-Faktor steigt, auch der Oxydationsquotient erhdht ist, 
wihrend die AtmungsgréBe fast unverindert bleibt. Diese Gesetz- 
mabigkeit gilt natiirlich nicht fiir den Vergleich verschiedener Hefe- 
rassen, bei denen ja gerade friiher gezeigt wurde, da die GréBe des 
Oxydationsquotienten von der absoluten GréBe der anaeroben Girung 
und der Atmung unabhangig ist. Ferner ergab sich friiher, daB bei 
hungernder Hefe, die 24 Stunden in Zucker-Phosphatlésung durch- 
liftet wurde, insbesondere bei untergiriger Bierhefe und bei Weinhefe, 
die Atmung gesteigert werden kann, wihrend die Garung allmahlich 
sinkt, ein Effekt, der gerade umgekehrt dem hier beschriebenen ist. 
In diesen Fallen bleibt der Oxydationsquotient ziemlich unverandert. 
Es liegt aber nahe anzunehmen, daB das durch die Milieubedingungen 
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hervorgerufene Maximum der anaeroben Gairung auch das Maximum 
des Oxydationsquotienten bedingt, waihrend umgekehrt eine Herab- 
setzung der Girung zu einer Verkleinerung desselben fiihrt, besonders 
dann, wenn die AtmungsgréBe unter gleichen Umstainden ungedndert 
ist. Diese Regel hat sich in der vorliegenden Arbeit durchgehend bestitigt. 


Zusammenfassung, 


Es wird die Wirkung des von Euler gefundenen Z-Faktors im 
Hefeextrakt (Mazerationskochsaft, Hefewasser) und in Bierwiirze auf 
die Garung lebender Hefe in Stickstotf und Sauerstoff untersucht. 
Bei optimaler Konzentration betrigt die anaerobe Garungssteigerung 
bei Saccharomyces Ludwigii 100 bis 200°, gegeniiber Zucker-Phosphat- 
lésung, bei PreBhefe gegen 100°, und ist selbst in 1000facher Ver- 
diinnung der Extrakte noch erkennbar. Gleichzeitig wird der Oxydations- 
quotient der Garung erheblich gesteigert bei unverdndert bleibender 
Atmungsgr6éBe. Die Wirkung steigt mit der Temperatur, bei 10° ist 
sie kaum nachweisbar. 

Die Steigerung ist unabhingig von der Zuckerkonzentration und 
ist auch bei nicht mehr maximaler Garung (unter 0,2°., Zucker) etwa 
dieselbe. 

Der Z-Faktor ist bereits in lebender Hefe vorhanden und wird 
von dieser in die AuBenlésung abgegeben, insbesondere in Gegenwart 
von Zucker und Sauerstoff. Daher wird die anaerobe Girungsgrébe 
einer mehrere Stunden in sauerstoffhaltiger Zucker-Phosphatlésung 
geschiittelten Hefesuspension erheblich erhéht ohne Zunahme des 
Hefetrockengewichts, und die abzentrifugierte Suspensionslésung solcher 
Hefe steigert die Girung zugesetzter Hefe ebenso. Die Konzentration 
des Z-Faktors, bezogen auf die Einheit des Hefegewichts, ist dabei 
gréBer als im Hefewasser, was beweist, daB diese girungssteigernde 
Substanz dauernd von der lebenden Hefe gebildet und nach auben 
abgegeben wird. 














Weitere Untersuchungen zur Fixation des Luftstickstoffs durch 
Azotobakter. 


Ve yn 
Ken Iwasaki. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem, und dem 
Institut fiir Physiologie im Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizinische 
Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1930.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


Wie von O. Meyerhof und Dean Burk! gezeigt wurde, laBt sich 
die Atmung des Azotobakter in Fliissigkeiten leicht messen und mit 


der Stickstoffixation vergleichen. Es ergab sich, daB das Verhaltnis 

mol N, fixiert 
mol O, verbraucht 
wegs konstant ist, sondern in starkem MaBe variiert mit der Sauerstoff- 
konzentration der N,-O,-Gemische. Wahrend in 60°, Sauerstoff iiber- 
haupt keine Fixation stattfindet, betrigt das angegebene Verhaltnis 
in 21% O, ungefahr 0,01 bis 0,025; in 1,5°%, O, 0,03 bis 0,04, um 
schlieBlich unter 1°, O, bis gegen 0,1 zu steigen, wobei allerdings die 
Messung der Atmungsgr6Be untér 1 °,, O, fiir lingere Zeitriume bereits 
unsicher wird. 


und damit die Energieausbeute der Atmung keines- 


Auch die AtmungsgréBe selbst war vom Sauerstoffdruck in der 
Weise abhangig, daB das Maximum der Atmung zwischen 10 und 20 °,, O, 
lag, wihrend nach héheren und niederen Sauerstoffdrucken die Atmung 
absinkt und bei 100°, O, und 0,6°,, O, nur noch knapp die Hilfte wie 
in Luft betragt. 

Ich habe unter Leitung von Herrn Meyerhof die Faktoren, welche 
die Atmungsgr6Be und die Stickstoffixation beeinflussen, einer niheren 
Analyse unterzogen und bin dabei auf einen biologischen Zyklus des 
Azotobakter gestoBen, der fiir das Studium der Stickstoffbindung von 


1 Zeitschr. °. physi:. Chem., Abt. A, 139, 117, 1928. 





rch 


lem 
che 


ich 
nit 
nis 


es- 


he 
on 
es 


mn 








K. Iwasaki: Fixation des Luftstickstoffs durch Azotobakter. 33 


bedeutendem Interesse zu sein scheint!. Ich beschreibe im folgenden 
eine Reihe von Anordnungen, in denen die Zellvermehrung der Bakterien 
und die N-Fixation zeitlich getrennt auftreten, sowie die Fixations- 
ausbeuten der Atmung unter den verschiedenen Versuchsbedingungen. 

Die Methoden der Ziichtung, der Atmungs- und Fixationsmessung 
entsprachen denen der vorangegangenen Arbeit. Der Sauerstoff wurde 
manometrisch nach O. Warburg, der fixierte und eventuell der aus 
Ammoniak assimilierte Stickstoff nach Pregl? bestimmt, in der Modi- 
fikation von Parnas und Wagner. Benutzt wurde Azotobacter chroo- 
coccum, Stamm Lingby*, der Rothamsted Experimental Station, 
England. Die zuckerhaltige Naihrlésung war, abgesehen von den Ver- 
suchen mit Ammonsalzzusatz des Abschnittes IV, stickstofffrei. 

Sie enthielt auf 1 Liter destilliertes Wasser : 2 g KH, PO,+ K, HPO, 
(px 7,3), 02g MgSO,, 0,1g CaSO,, 0.2g NaCl, 0,01 g Fe,(SO,),; 
die Temperatur fiir Ziichtung und Atmungsmessung betrug 28°. 


I. Trennung der Teilungs- und Speicherphase. 

Das verschiedene Alter der Kulturen von Azotobakter in Fliissig- 
keit ist schon aéuBerlich erkennbar. Alte Kulturen werden zunehmend 
braun bis schwarz. Diese Farbentwicklung beruht zur Hauptsache 
auf Zuckermangel und wird stark verzégert oder bleibt sogar aus, 
wenn der Zucker niemals aus der Lésung schwindet. AuBerdem nimmt 
auch die Gallertbildung mit dem Alter der Kultur stark zu. 

Aber schon bei relativ jungen Kulturen, mit denen ich mich im 
folgenden allein beschaftige, ist der Altersunterschied mit verschiedenen 
Wachstumsprozessen verknipft. Ich unterscheide dafiir ,,jiingere‘‘ und 
, altere“‘ Fliissigkeitskulturen. Unter einer ,,jiingeren“ verstehe ich eine 
solche, die bei Einimpfung von '. bis 1 ecm einer nicht mehr wachsenden 
Flissigkeitskultur in 200cem neue Nahrlésung in dieser letzteren 
18 bis 48 Stuyden unter,den erwihnten Zuchtbedingungen neu ge- 
wachsen ist, unter einer ,,ilteren“ eine solche, die 3 bis 6 Tage unter 
gleichen Bedingungen gewachsen ist. Die abzentrifugierte Flissigkeit 
einer solchen alteren Kultur enthalt keine Spur von Ammoniak und 
nur minimale Mengen von Kjeldahl-Stickstoff, unter 2.10~*g pro 
Kubikzentimeter, wahrend der Stickstoffgehalt der Bakterien pro 
Kubikzentimeter Lésung gegen 3. 10-5 g betragt. 

a) Verdiinnt man eine Altere Fliissigkeitskultur mit neuer Nahr- 
lésung auf das Dreifache, so teilen sich bei dauernder Luftsittigung 

1 Wie weit derselbe mit dem von Léhnis und Mitarbeitern beschriebenen 
morphologischen Zyklus zusammenhingt, bleibe dahingestellt. Vgl. Lé/nis 
und Smith, Chem. Centralb]. 1916, IT, 935. 

2 Quantitative organische Mikroanalyse, 2. Aufl., 8. 113. J. Springer, 


Berlin 1922. 
8 Dr. Thornton danke ‘ch fiir Uberlassung der Kultur. 
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die vorher etwa 2 4 groben kokkenférmigen Bakterien in den nachsten 

Stunden in sehr kleine, mikroskopisch noch gerade sichtbare Zellen von 

etwa 0,2 4, wahrend gleichzeitig die Atmung um das Zwei- bis Dreifache 

ansteigt. In dieser Periode bleibt jede Stickstoffixation aus und wir 

haben eine bloBe Teilungsphase vor uns. Dies ist in Abb. 1 zu sehen 
n°, 


prok 
205 





Abb. 1. 


195 . . . 
Atmungsanstieg mit gleich- 


185 a | + + zeitiger Teilung der Bakterien 
175 ohne Stickstoffixation in Luft. 

Abszisse: Zeit in Stunden. 
165 + t + + Ordinate: Fiir Kurve 1 (——) 
155 Atmungsgeschwindigkeit in 

emm Sauerstoff pro 1 eem 
Ausgangslisung und Stunde, 
fiir Kurve 2 (-----) Fixation 
in y N pro cem Ausgangs- 

lisung. 
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(vgl. auch Tabelle I, Versuche 1 bis 3). Ist die Atmung bis auf etwa 
das Dreifache gestiegen, d. h. auf etwa denselben Betrag pro Volumen- 
einheit wie vor der Verdiinnung, so hért der Atmungsanstieg auf. 
Gleichzeitig wachsen aber die vorher 0,2 4 groBen Bakterien auf die 
GréBe von etwa 2 4 heran, wobei eine starke Fixation von Stickstoff 
stattfindet. Jetzt wird der Stickstoff in der Zelle gespeichert. Unter 
den angegebenen Versuchsbedingungen ist dies etwa nach 10 Stunden 
der Fall. Wird diese Kultur weitere 8 Stunden an der Luft geschiittelt, 
so bleibt die Atmung wiahrend dieser Zeit konstant, wihrend eine 
erhebliche Stickstoffixation stattfindet. Man sieht dies aus Abb. 2 
(vgl. auch Versuch 8, Tabelle I). 





Abb. 2. 
Stickstoffixation 
ohne Atmungsanstieg in Luft. 
Bezeichnungen wie Abb. 1: 
1. Atmungsgeschwindigkeit in 
emm Sauerstoff pro 1 cem Aus- 
gangslisung und Stunde, 
2. Stickstoffixation in y N 
pro ecem Ausgangslésung. 











b) Anders ist der Verlauf, wenn man 1 ccm einer alteren (drei- 
bis sechstagigen) Kultur auf das 200fache verdiinnt. Auch hier tritt 
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zwar, wie man mikroskopisch erkennt, eine Teilung in kleine Bakterien 
ein. Diese wachsen dann aber, noch lange ehe die Atmung pro Volumen- 
einheit den Wert vor der Verdiinnung erreicht hat, zur vollen GréBe 
heran und teilen sich dann weiter, so daB jetzt Teilungs- und Speicher- 
phase im ganzen zeitlich nicht zu trennen sind. 

Dies ist der Zustand der jiingeren Kulturen, wie sie in der Arbeit 
von O. Meyerhof und Dean Burk ausschlieBlich benutzt waren. Aber 
auch hier hért Zellvermehrung und Atmungsanstieg auf, wenn etwa 
die urspriingliche AtmungsgréBe pro Volumeneinheit wieder erreicht 
ist, und es findet dann nur noch Stickstoffixation statt. Am besten 





yN 
34 
32 
30 
2 Abb. 3. 
26 Teilungs- und Fixations- 
24 phase und reine Fixa- 
tionsphase entsprechend 
22 den Zeitabschnitten I 
20 bzw. II und M1. 
18 1770, Kurve 1: 
proh Atmungsgeschwindig- 
6 160 keit in emm Sauerstoff 
1% 140 pro 3 cem und Stunde. 
12 120 Kurve 2: 
Stickstoffixation in y N 
70 100 pro 3 eem Lisung. 
8 +—— 80 
6 60 
¥ 40 
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ist, der Ubergang aus der gemischten Teilungs- und Fixationsphase in 
die reine Fixationsphase zu erkennen, wenn man schon eine jiingere 
Kultur von nur etwa 48 Stunden zur Verdiinnung benutzt. Gibt man 
von dieser 1 cem in 200, dann besteht von vornherein ein Parallelismus 
von Teilungs- und Speicherphase, da man hier nicht von ausgewachsenen 
Bakterien ausgeht, sondern von der kleinen Form. Nach einem Wachs- 
tum von etwa 30 Stunden geht hier unter den angegebenen Versuchs- 
bedingungen diese kombinierte Wachstumsphase in die reine Speicher- 
phase iiber. Ein deutliches Bild hiervon gibt Abb. 3. Zunachst wurde 
nach einer Verdiinnung 1: 200 die Kultur 20 Stunden durchiliiftet, 
ohne da8 AtmungsgréBe und Stickstoffgehalt gemessen wurden, weil 
beides zuniachst fiir die Messung zu klein ist. Nach 20 Stunden betragt 
der Sauerstoffverbrauch pro 3cem Kultur und Stunde 45cemm, der 
34 
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in Luft geschiittelt 





* Vor dem Beginn des Versuchs 10 Std. bei 289 C 
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Stickstoffgehalt 4,5.10~*g. In 10 Stunden steigt die AtmungsgréBe 
auf 1l5cmm O,, der Stickstoffgehalt auf 10,7.10~%g. Beide haben 
sich also genau gleich auf das 2',fache vermehrt. Von hier an aber 
steigt in den folgenden 14 Stunden die Atmungsgr6Be nur noch bis 
auf 134cmm QO,, der Stickstoffgehalt auf 23.10°g, in den an- 
schlieBenden weiteren 10 Stunden bleibt die Atmung ganz konstant 
und die Fixation steigt auf 33.10°&g¢ N. Im zweiten Abschnitt hat 
sich also der Stickstoffgehalt verdreifacht, ohne daB die Atmungsgrébe 
deutlich gestiegen ist. 


In Tabelle I sind mehrere Versuche zusammengestellt, wo in allen 
Fallen die Stickstoffixation mit der AtmungsgréBe verglichen ist. 
Versuche | bis 3 betreffen den Atmungsanstieg ohne Fixation oder 
die Teilungsphase, Versuche 4 bis 6 den Parallelismus von Atmungs- 
anstieg und Fixation, Versuche 7 und 8 Fixation ohne Atmungsanstieg. 
Nach all meinen bisher gesammelten Erfahrungen entspricht in 
Luft der Atmungsanstieg stets einer Teilung der Bakterien, wihrend 
die Stickstoffixation ohne Teilung bei konstant bleibender Atmung 
vor sich geht. 


Il, Wachstum bei niederem Sauerstoffdruck. 


Meyerhof und Burk hatten gefunden, daB die Energieausbeute 
der Oxydation mit Verringerung des Sauerstoffdruckes steigt. Dies 
beruht nun vorwiegend, wenn auch nicht ausschlieBlich, auf einer 
unter niederem Sauerstoffdruck vor sich gehenden Hemmung der 
Teilung, wodurch die Bakterien unmittelbar zur Stickstoffspeicherung 
veranlaBt werden. Bringt man eine junge, 20stiindige Kultur in 0,6°, 
Sauerstoff, so hért sie sofort auf, sich zu teilen, fixiert aber in starksten? 
Mabe Stickstoff. In 24 Stunden steigt z. B. der N-Gehalt von 4,5 auf 
23.10-%g pro Kubikzentimeter, in den nachsten 9 Stunden weiter 
bis auf 31.10~%g. Mi®t man die Atmung von Proben dieser unter 
0,6°, Sauerstoff gehaltenen Kultur an verschiedenen Zeitpunkten 
in Luft — denn die in 0,6°, Sauerstoff gemessene Atmungsgrébe 
wiirde kein zutreffendes Bild des Wachstumszustandes geben -—, so 
findet man die in Luft gemessene Atmung wihrend der ganzen 
Fixationszeit gleich geblieben. Daf hier eine Stickstoffspeicherung 
ohne Teilung stattgefunden hat, erkennt man, wenn man einen Teil 
der Kultur nach Ablauf von 24 Stunden in Luft iiberfiihrt. Dann steigt 
die Atmung im Laufe von 9 Stunden auf den dreifachen Wert, wihrend 
gleichzeitig die Stickstoffixation aufhért. In gleicher Zeit zerfallen 
nun die vorher sehr groB gewordenen Zellen wieder in die kleinen 0,2 1 
groBen. Derjenige Teil der Kultur, der weiter unter 0,6°., Sauerstoff 
bleibt, fixiert jedoch weiter Stickstoff bei gleichbleibender Atmungs- 























38 K. Iwasaki: 


gréBe (in Luft gemessen), vgl. Abb. 4. Hieraus folgt, daB bei niederem 
Sauerstoffdruck die hohe Stickstoffixation und die giinstige Energie- 
ausbeute der Atmung nicht beliebig lange anhalten kénnen, vielmehi 
fiihrt die Hemmung der Teilung schlieBlich zu einem Nachlassen der 
Fixation, so da8 in laingeren Zeitraumen die Energieausbeute der 
Oxydation wieder herabgeht. 
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Abb. 4. 


Stickstoffixation sowie (in Luft gemessene) Atmungsgriéfe in einer Kultur unter dem Sauer- 
stoffdruck von 0,6°/9 Oo. 

Kurve 1: Grife der Atmungsgeschwindigkeit der unter 0,6°/, Og gehaltenen Kultur, in Luft 
gemessen (hierfiir waren Proben der Kultur entnommen und ihr Sauerstoffverbrauch 
fiir kurze Zeit bei Luftséttigung bestwnmt). 

Kurve la: x—-x Teil der gleichen Kultur, von der 24. Stunde an in Luft gehalten. 

Kurve 2: Stickstoffixation der dauernd unter 0,6°/)9 Og gehaltenen Kultur. 

Kurve 2a: @—-@ der gleichen Kultur, ab 24. Stunde in Luft. 


Unter diesen Versuchsbedingungen herrscht nun nicht nur ein 
niedriger Sauerstoffdruck, sondern die Sauerstoffversorgung wird mit 
der Zeit auch unzureichend, indem ein wechselnder Teil der Zellen 
voriibergehend unter Sauerstoffmangel steht. Dieser Fall tritt in jeder 
Kultur unter niedrigem Sauerstoffdruck schlieBlich bei noch so starker 
Bewegung der Fliissigkeit ein, weil die unter diesem niedrigen Druck 
bestimmte AtmungsgréBe allmahlich ansteigt und die Dichte der 
Kultur zunimmt, so daB ohne Verdiinnung die Versorgung der Zellen 
mit Sauerstoff schlieBlich unzureichend wird. Fiir kiirzere Zeiten kann 
dagegen in einer Atmosphare von 4 bis 0,5", Sauerstoff die Bakterien- 
fliissigkeit ohne Schwierigkeit im Gleichgewicht mit dem iiberstehenden 
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Sauerstoffdruck erhalten und die Atmung bei nur wenig § ab- 
nehmender Sauerstoffkonzentration gemessen werden. Man _ findet 
dann, daB schon von etwa 4°, Sauerstoff an die Atmung zu 
sinken beginnt und bei 1,5°,, Sauerstoff nur noch 70 bis 75°, der 
Atmung in Luft betragt, wahrend die unter genau gleichen Bedingungen 
gemessene Atmung von Backerhefe bei gréBeren absoluten Ausschligen 
noch 90 bis 100°, derjenigen in Luft ist. In denjenigen Fallen, wo 
nach Méglichkeit auch iiber langere Zeitriume ein Sauerstoffmangel 
vermieden wurde, war, wie es schien, die Energieausbeute der Oxydation 


geringer; es ist daher méglich, daB nicht allein der niedere Sauerstoff- 
druck, sondern auch ein voriibergehender Mangel an Sauerstoff in der 
Zelle auf das Verhaltnis der Stickstoffixation zum Sauerstoffverbrauch 
giinstig einwirkt. 

Fiir die einzelnen Perioden der Versuche Abb. 3 und 4, die mit 
der gleichen Kultur gleichzeitig gemacht sind, wurde das Verhiltnis 
mol N, fixiert 
mol O, verbraucht 
Multiplikation mit 110 ergibt sich hieraus der Nutzeffekt der Oxydation 
in Prozenten. Dieser betrigt fiir die dauernd mit Luft gesattigte Kultur 
in Abb. 3, Abschnitt I (Teilungs- und Fixationsphase), 0,58°,, in 
Abschnitt II 0,63 °,, in Abschnitt IIT 0,72°,, (dies letztere eine reine 
Fixationsphase). In der in 0,6°,, Sauerstoff befindlichen Kultur ist 
der Nutzeffekt in Abschnitt I, Abb. 4, 2,0°,, in Abschnitt IT 3,3°,, 
und in Abschnitt III 2,7°,, schlieBlich aber bei Ubergang von 0,6 °,, 
Sauerstoff in Luft (gestrichelte Kurve) Null, was ja aus dem Stillstand 

der Fixation in diesem Zeitraum folgt. 


in 0,6°,, Sauerstoff und in Luft bestimmt. Durch 


il. Wirkung von Huminsubstanz. 


Atmung und Wachstum wird stark beeinfluBt durch Zugabe von 
Erde oder daraus gewonnener Huminlésung. Die giinstige Wirkung 
des Humus ist schon mehrfach beschrieben, vor allem von Krzemie- 
niewski! und wird verschieden gedeutet. Manche Autoren schreiben 
ihn den mineralischen Bestandteilen zu, doch erweist sich die Asche 
als unwirksam. Méglicherweise sind aber in Spuren vorhandene kolloide 
organische Schwermetallsalze die Trager der Wirkung?. 

Zur Herstellung des Humus wurden 100g dreimal mit Salzsiure 
gewaschene gute Gartenerde 2 Stunden lang mit 10°, iger Kalilauge 
in der Schiittelmaschine geschiittelt und zentrifugiert. Die iiber- 


1 Anzeiger der Akademie der Wissenschaften Krakau 2, 929, 1908. 
2 Vgl. hierzu auch J. E. Greaves, Agricultural Bacteriology, London 
1922, S. 260f. 
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stehende Fliissigkeit wird mit konzentrierter Salzsiure angesauert, 
die Fallung abzentrifugiert und in Kalilauge gelést und durch Zugabe 
von n HCI neu gefallt. Auflésung, Fallung und Waschung wird zweimal 
wiederholt. SchlieBlich wird der Bodensatz in 100 ccm Wasser auf- 
geschwemmt unter Zugabe von so viel Kalilauge, dai das Humin gelést 
ist, und dann genau gegen Lackmus neutralisiert. Die benutzten 
Huminl6ésungen enthielten pro Kubikzentimeter etwa 3 mg organische 
Trockensubstanz, davon etwa 0,1 mg KAjeldahl-Stickstoff, dagegen 
kein N Hg. 

Die Wirkung der Huminsubstanz auf die Atmung der Bakterien 
in Luft hat eine scharf begrenzte Induktionsperiode, die bei 28° 3 bis 
5 Stunden dauert. Wahrend dieses Zeitraumes unterscheidet sich 
die Atmung in nichts von einer huminfreien Kontrolle. Dann steigt 
aber plétzlich die Atmungsgr6éBe stark an und wichst in den folgenden 
Stunden rasch weiter. In der Abb. 5 stieg z. B. die stiindliche Atmungs- 
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Abb. 5. 

Einflu6B von Humin auf den Anstieg der Atmungsgrife in Luft (= Wachstum). 
Abszisse: Zeit in Stunden, vom Huminzusatz an gerechnet (4). 
Ordinate: Atmungsgeschwindigkeit in emm Sauerstoff pro 2 eem 

Kultur und Stunde. a ohne Humin, 6 mit Humin. 


gréBe mit und ohne Humin in den ersten 4 Stunden von 21 auf 38 cemm 
O, und dann ohne Humin weiter von der vierten bis neunten Stunde 
auf 76cmm QO,, verdoppelte sich also in 5 Stunden. Mit Humin stieg 
dagegen die Atmung in dieser Zeit von 38 auf 240 cmm, versechsfachte 
sich also. DaB die Wirkung des Humins mit dem Verbrauch einer 
darin enthaltenen Substanz verbunden sein mub, ergibt sich deutlich 
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ert, aus dem eigentiimlichen Konzentrationseffekt (Abb. 6). Verschiedene 
abe Mengen von Humin haben namlich zuniachst genau die gleiche Wirkung 
mal auf eine Bakteriensuspension: sowohl die Dauer der Induktion wie 
vuf- die in einem bestimmten Zeitraum auftretende Steigerung der Atmungs- 
lost gréBe sind genau gleich; jedoch hért nach einer gewissen Zeit die 
ten 
m0, 
che pro h 
320 Lrerqie - 
ce 1 f. 
- 5 pausbeure 
300 t - 
. 280 4 
rien | 
; 260 
bis 
sich — 
pigt 220} 
den 200 | 
igs- 180 
160 
140 
120 g 
100 
80 
60 
40 
20 
r,t tev.sse + ee seer 
Abb. 6. 
Einflu8B von Humin in verschiedener Konzentration auf den Anstieg der Atmungsgrife 
(= Wachstum) und Energieausbeute. 
Abszisse: Zeit in Stunden vom Zusatz des Humins an gerechnet. 
Ordinate: Atmungsgrife in emm Sauerstoff pro 3 ccm Kulturfliissigkegit und Stunde, 
Der Anstieg bis zur 5. Stunde ist fiir simtliche Gefifbe derselbe, von da an verlaufen die humin- 
haltigen Lisungen ein gewisses Stiick gemeinsam, mit |-| bezeichnet. 
1 ohne Humin. 
2 mit 4 y Humintrockensubstanz pro ccm. 
3 mit 11 y Humin. 
4 mit 33 y Humin. 
5 mit 100 y Humin. 
Rechts prozentische Energieausbeute yon den Versuchen 1 bis 5 in der Versuchszeit. 
Wirkung des Humins auf die Steigerung der AtmungsgréBe ganz auf, 
mm und zwar um so eher, je weniger Huminsubstanz verwandt ist. Der 
nde Atmungsanstieg entspricht aber dem Wachstum der Kultur, und zwar 
bieg in diesem Falle gleichzeitig der Vermehrung der Bakterien und der 
hte Stickstoffspeicherung. Eine bestimmte Menge Humin bewirkt danach 
ner die rasche Bildung einer bestimmten Menge neuer Bakteriensubstanz, 


lich wonach die Wirkung erlischt. Der Stickstoffgehalt des Humus ist 
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an diesem Wachstum unbeteiligt, wie sich auf verschiedene Weise 
ergibt. In dem Versuch Tabelle II enthalt die Kultur zunachst 5+ 
Stickstoff in 2cem, wozu noch in einer Probe 10 y Humusstickstoff 
hinzukommen. In dieser waren in 10 Stunden 45 y Stickstoff fixiert, 
ohne Humus aber nur 10 y. 


Tabelle Il. 
Stickstoffixation mit Humus. 
Kultur eintagig, Versuchszeit 10 Stunden, 
Gasraum Luft, Temperatur 28°C. 





10. IV Vorher Nachher 
Zusammen- Fe N N aus 
setzung derVer- ; aus Humus | Bakterien 

suchsgemische ll in y in 7 


Gesamt-N No 2-Fixation 
in y in 7 


Mit Humus Kultur 2,0 | 15,0 10,0 5,0 60,2 45,2 
Humus 0,1 


Ohne Humus Kultur 2,0 5,0 5,0 15,3 10,3 
Nahrlés. 0,1 


Ebenso wie das Wachstum wird auch die Energieausbeute der 
Oxydation durch Humus gesteigert, und zwar am meisten in Luft, 
dagegen um so weniger, je niedriger der Sauerstoffdruck ist. 

Durch Humus wird also der sonst bestehende grobe Unterschied 
zwischen verschiedenen Sauerstoffdrucken zu einem Teile ausgeglichen. 
Mehrere Versuche dieser Art sind in Tabelle III wiedergegeben. 


Tabelle ITI. 


4 
Energieausbeute bei der Stickstoffixation mit und ohne Humus. 





e °/) Energieausbeute 
0 Ve dainpncihaiadincesi ale ia aa 


Nr. Datum Tig se ana 
(in Ng) A ohne Humus B mit Humus 


21 0,32 
1,5 1,7 
0,6 4,0 


21 0.8 
0.6 4.0 


21 0.9 
0,6 2.6 


Da die Humuswirkung durch die Konzentration der Humin- 
substanz zeitlich begrenzt wird, so steigt die Energieausbeute mit zu- 
nehmender Konzentration, da sich nun die Wirkung iiber einen langeren 
Zeitraum erstreckt. Aus Abb. 6 (rechte Seite) ersieht man, daB die 
Energieausbeute der Dauer der Humuswirkung genau proportional ist. 
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IV. Wirkung von Ammonsalz. 


Ammonsalz in Konzentration von !., Millimol hebt schon die Stick- 
stoffixation auf, statt dessen wird Ammoniak assimiliert. Ein Beispiel 
zeigt Tabelle IV. Die Atmung wird gelegentlich durch Ammonsalzzusatz 
anfangs gehemmt oder gar nicht verandert, oft steigt aber die Atmung 
mit Ammonsalz rascher an als ohne. Die Ursache dieses wechselnden 
Verhaltens ist noch nicht aufgeklirt, scheint aber mit dem Alter der 
Kulturen zusammenzuhaingen. Huminsubstanz wirkt unter diesen Um- 
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stinden genau gleich wie bei reiner Stickstoffixation, woraus man 
schlieBen muB, daB seine Wirkung nicht bei der Stickstoffbindung, 
sondern bei der nachfolgenden Stickstoffassimilation angreift. Wir finden 
das gleiche Induktionsstadium von 4 bis 5 Stunden und einen ganz ahn- 
lichen Anstieg der Oxydationsgeschwindigkeit, der allerdings meist gréBer 
als bei Stickstoffixation ist (s. Abb. 7). Weiterhin ist auch der EinfluB 
verschiedener Huminkonzentrationen derselbe wie bei der Fixation. 
Auch hier ist nach Ablauf der Induktionsperiode zunachst der steile 
Anstieg der Oxydationsgeschwindigkeit von der Huminkonzentration 
unabhangig. Je geringer aber die Konzentration, um so friiher abt 
dieser Atmungsanstieg nach und geht in eine konstante Atmungs- 
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Tabelle IV. 
Aufhéren der N,-Fixation durch Zugabe von Ammonsalz. 
Kultur eintigig, Versuchszeit 9 Stunden, 
Ammonsulfatlésung mit 15 mg-°, N. 





Vorher Nachher 
Zusammen- : te — 

setzung der 
Versuchs- 
gemische 


No-Fixatior 


Y aus 
in 7 
in 7 


N in} 
N 
Kultur 


Gesamt-N 


milation 


zugegeben 
Gesamt-N 


Kultur 2.0 35.0 30,0 
Ammon- 
lésung 0,2 


Kultur 2,0 5, 15,2 

Nahr- 

losung 0,2 
geschwindigkeit tiber. Auch hier ist dann also eine ganz bestimmte 
Menge neuer Bakteriensubstanz durch die Zugabe von Humin gebildet 
worden. Einen Versuch dieser Art zeigt Abb. 8. 
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Wie sich die Assimilation des Ammoniaks in Gegenwart von 
Humus im Vergleich zur Fixation des Stickstoffs verhalt, ist in weiteren 
Versuchsreihen untersucht worden. Setzt man zunichst zu zwei Proben 
derselben Bakterienkultur Humus zu und wartet 5 Stunden, bis die 
Induktionsperiode vollistaéndig abgelaufen ist, um dann in ein GefiB 
Ammonsalz zuzugeben, in das zweite eine entsprechende Menge Wasser, 
so wird der Atmungsanstieg in dem ersten GefiB sofort steiler als in 
dem zweiten. Dementsprechend ist auch die Assimilation gréBer als 
die Fixation im zweiten. In dem in Abb. 9 wiedergegebenen Versuch 
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Abb. 9. 

Vergleich der Huminwirkung bei Fixation des Stickstoffs (Kurve 6) und Assimilation (Kurve ec) 
Abszisse links: cmm Sauerstoff pro 2 ccm Kultur und Stunde. Zur Zeit Null wird in 6 und ¢ 
0.5 mg Humin zugegeben, a ohne Zusatz. 

Nach 5 Stunden wird in ¢ 100 y N als Ammonsulfat zugesetzt, in die anderen Proben eine 
entsprechende Menge stickstofffreier Lisung. Rechts Stickstoffgehalt in b und e¢ zu ver- 
schiedenen Zeiten. H Stickstoffgehalt des Humins, B der Bakterien nach 5stiindiger Versuchs- 
zeit. I und II auf den Vertikalen: Stickstoffzunahme der Bakterien (bei B Fixation, bei ( 
Assimilation) in den Zeitperioden I 5. bis 7!/2. Stunde, II 71/9. bis 91/9. Stunde. Das oberste 
Stiick der Vertikalen von ¢ entspricht dem nicht assimilierten Ammoniak der Lisung, die 
Gesamtsumme N ist genau gleich dem Gehalt des zugesetzten Ammonsalzes und dem schon 
in der Kulturfliissigkeit vorhandenen Stickstoff, so dai also in ¢ kein Stickstoff fixiert ist 


war zwar in der ersten Periode von 2!. Stunden nach Zusatz des 
Ammoniaks der Unterschied der Stickstoffaufnahme  geringfiigig, 
indem 29y N fixiert, 34 assimiliert waren. In der zweiten Periode 
von 2 Stunden wurden aber 28 y N fixiert und 65 y N assimiliert. Auch 
hier bleibt bei Zusatz von Ammonsalz jede Fixation aus, der Gesamt- 
gehalt der Lésung an Stickstoff bleibt also unverindert. Vgl. Abb. 9c. 
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Zusammenfassung. 

Bei geeignetem Vorgehen 1aéBt sich in Fliissigkeitskulturen von 
Azotobakter in Luft die Zellteilung, die mit starkem Anstieg der 
AtmungsgréBe verbunden ist, von der Stickstoffixation trennen, wo 
die Atmungsgr6Be konstant ist, wenn die Zellteilung dabei ausbleibt. 
Bei niederem Sauerstoffdruck wird die Teilung gehemmt und statt 
dessen die Stickstoffixation geférdert. Hierdurch steigt fiir nicht zu 
lange Zeitraume die Energieausbeute der Oxydation an. 

In Gegenwart von Huminlésung wird die Wachstumsgesch windig- 
keit und damit der Anstieg der AtmungsgréBe auBerordentlich ge- 
steigert. Die Wirkung hat eine Induktionsperiode von mehreren 
Stunden und ist hinsichtlich der GréBe der Atmungssteigerung von 
der Huminkonzentration unabhangig, doch ist die Dauer der Wirkung 
dem Gehalt an Humin direkt proportional. In Gegenwart von Ammon- 
salz hért die Stickstoffixation in Luft auf. Dann hat Humin noch 
genau die gleiche Wirkung mit derselben Induktionsperiode und dem 
zeitlich begrenzten EinfluB8 verschiedener Konzentrationen, nur dab 
jetzt die Stickstoffassimilation an Stelle der Fixation geférdert wird. 
Humin ist danach nicht an dem Fixationsvorgang selbst, sondern nur 
an der Assimilation des Stickstoffs beteiligt. 
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Elektrolytische Trennung der Aminosiuren Arginin und Alanin. 


Von 
Waldersee Hendrey (1) und Treat B. Johnson. 


(Aus dem Chemischen Institut der Yale-Universitat, New-Haven, U.S. A.) 


(Eingegangen am 2. Juni 1930). 


Auf Grund der engen Beziehungen der Aminosaiuren zum Eiweib- 
molekiil ist jede Verbesserung ihrer analytischen Trennung und Rein- 
darstellung zu begriiBen. Betrachtet man die verschiedenen Methoden 
ihrer Trennung, so fallt es auf, daB die elektroanalytischen Methoden 
nur sehr wenig untersucht worden sind. Jkeda und Suzuki (2) waren 
die ersten Bearbeiter diese: Gebietes, und zwar untersuchten sie meist 
nur qualitativ die verschiedene elektrolytische Wanderung von x-Amino- 
siuren. Foster und Schmidt (3), die spaiter die elektrolytische Methode 
zur Isolierung von Hexonbasen und von dicarboxylierten Aminoséuren 
aus EiweiBhydrolysaten anwandten, geben an, daB man die elektro- 
lytische Methode in der Tat zur Herstellung gréBerer Mengen von 
Arginin und Lysin verwenden kann. Da die von Foster und Schmidt 
publizierten Resultate so vielversprechend waren, wurde im hiesigen 
Laboratorium von Anderson (4) ihre Methode eingehend studiert. 
Die Arbeiten von Dr. Anderson befassen sich damit, die Bedingungen 
festzustellen, welche den Transport von sauren Aminogruppen be- 
einflussen; sein Verfahren wurde von uns weiter verfolgt und resultierte 
in einer Trennung von Arginin und Alanin. 

Unseres Wissens sind bisher keine Angaben iiber die Leistungs- 
fahigkeit der elektrolytischen Methode in ihrer Anwendung auf die 
quantitative Bestimmung von reinen Hexonbasen gemacht worden. 
In Anbetracht der einfachen und genauen analytischen Methoden 
fiir ihre Bestimmung wurden Arginin und Alanin gewahlt. Sie stellen 
tvpische Vertreter der basischen bzw. neutralen Aminosduregruppen 
dar. Um die Technik der elektrolytischen Trennung von Aminosauren 
erfolgreich anwenden zu kénnen, muB man eine vollkommene Kontrolle 
iiber die Leistungsfihigkeit des ganzen Vorgangs besitzen und wir 
glauben, daB die zwei genannten Aminosduren sich ganz besonders 
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dazu eignen, die experimentellen Verhaltnisse genau zu studieren, was 
uns in die Lage versetzt, den Wert der von friiheren Bearbeitern be 
nutzten Technik aufs neue zu beurteilen. Es ist zweifellos, daB eine 
praktische Methode fiir die scharfe Trennung von Aminosauren leichter 
und einfacher beurteilt werden kann, wenn man von reinen Substanzen 
und nicht von Eiweibhydrolysaten ausgeht. Aus unseren experimentellen 
Resultaten ersieht man den EinfluB verschiedener Bedingungen und 
Verbesserungen, die schlieBlich zu einer elektrolytischen Methode zur 
Darstellung von Hexonbasen fiihrten, die Vorteile vor den anderen 
Methoden besitzt. 


Arginin, besitzt ein isoelektrisches Bereich von py 9 bis 12, wahrend 
es fiir Alanin 4 bis 6,5 betrigt. Es ist leicht einzusehen, daB eine An- 
ordnung mit py 5,5 fiir eine Wanderung von Arginin zu der Kathode 
vorteilhaft sein miiBte, waihrend Alanin unter diesen Verhaltnissen 
nicht transportiert werden sollte. Foster und Schmidt haben spater 
gezeigt, daB die Hexonbasengruppe aus einem Proteinhydrolysat bei 
pu 5,5 abgetrennt werden kann, wahrend bei py 7,5 Histidin zuriick- 
bleibt und Arginin und Lysin zur Kathode wandern. 


Die elektrolysierte Lésung wurde auf Arginin und Alanin nach der 
von Koehler (5) angegebenen Methode zur Bestimmung von Arginin 
analysiert. Man erhalt so den Wert fiir Arginin, und aus der Bestimmung 


des Gesamtstickstoffs nach Kjeldahl laBt sich der Wert fiir Alanin 
errechnen. 
Darstellung der Aminosiuren. 

Arginin wurde nach der Methode von Vickery und Leavenworth (6) 
dargestellt und iiber das Pikrat gereinigt (Festpunkt 217°). Durch weitere 
Umkristallisation aus Alkohol und Ather (6) ergab das analysierte Arginin 
theoretische Werte. Alanin wurde aus einem Seidenfibroinhydrolysat 
durch die Fischersche Estermethode gewonnen. Umbkristallisation aus 
Alkohol und Ather ergab ein vollkommen reines Produkt. Arginin wurde 
ferner nach der Bergmannschen Methode (7) aus Edestin hergestellt. Man 
erhielt aus 114g Edestin 19,5 g Benzyliden-Arginin, was praktisch det 
von Bergmann und Zervas angegebenen Menge Arginin aus Gelatine ent- 
spricht. Beide Methoden ergaben ein 99,7°, reines Arginin, welche Zah| 
den Versuchsfehlern der Stickstoffmethode nach Koehler und Kjelda/il 
entspricht. 


Beschreibung des Apparats und der Versuchsbedingungen. 


Wir verwendeten die 5-Raumzelle, welche Dr. Anderson (4) benutzt 
hat. Eine ganz ahnliche Zelle ist kiirzlich von Bradfield (8) beschrieben 
worden. Die Anode war eine Graphitplatte, welche zur Entfernung 
der Verunreinigungen vorher auf hohe Temperatur erhitzt wurde. 
Als Kathode wurde eine Kupferplatte benutzt. Jede Zellkammer 
konnte durch eine eingesetzte Glasspirale gekiihlt werden. 
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Zwei Methoden wurden zur Bestimmung der H -Konzentration 
angewandt. In den ersten Versuchen wurden Proben von 2 cem in 
Abstainden entnommen, wenn notig zentrifugiert und auf dem iiblichen 
Wege mit gestellten Pufferlésungen mit Hilfe von Phenolrot und Brom- 
thymolblau verglichen. Hierauf wurden die Proben in die Mittelzelle 
zuriickgebracht. In den spateren Versuchen erwies es sich als schwierig, 
die gewiinschten py-Werte zu erhalten, da die Saurekonzentration 
der Mittelzelle sich sehr rasch ainderte. Infolgedessen versuchten wir, 
die Saurekonzentration mittels eines zur Zellkammerlésung hinzu- 
gefiigten Indikators zu kontrollieren. Bei den gewéhnlichen Zwei- 
farbenindikatoren muB entweder die eine oder die andere Farbe vor- 
herrschen und es ist unmdglich, zu konstatieren, wie weit die Lésung 
vom gewiinschten Endpunkt ist. Ein Indikator mit drei verschiedenen 
Farben, einer fiir den Endpunkt und zwei fiir die saure und die alkalische 
Seite, wire besser zu verwenden. Eine Mischung von derartigen Eigen- 
schaften fand sich in der Liste gemischter Indikatoren, welche Kolthoff 
empfiehlt (9). Die Indikatormischung bestand aus gleichen Teilen von 
0,2°,, Methylrot und 0,1°,, Methylenblaulésung in Alkohol. Versuche 
zeigten, daB dieser Indikator bei py 5,45 einen deutlich grauen oder 
farblosen Bereich hat; bei py 5,4 erscheint er schwach rosa, bei py 5,6 
hell erbsengriin. Bei gréBerer Entfernung vom Endpunkt vergréBert 
sich die Leuchtkraft der Farben. 

In den spateren Versuchen wurden einige Tropfen des Indikators 
in jene Zellriume hinzugefiigt, in welchen das py kontrolliert werden 
sollte, und durch Hinzufiigung von Bariumhydroxyd oder Schwefel- 
siure aus einer Biirette konnte der Sauregrad im farblosen Bereich des 
Indikators erhalten werden. Da der isoelektrische Bereich der Mono- 
aminosauren sich sehr weit erstreckt, wurde in den meisten Experimenten 
darauf verzichtet, den Indikator wihrend des Experiments ganz farblos 
zu erhalten. 

Bei der Elektrolyse wurde im allgemeinen wie folgt verfahren: 
Die vier aduBeren Zellraume wurden mit destilliertem Wasser gefiillt 
und bekannte Mengen von Alanin und Arginin, in destilliertem Wasser 
gelést, wurden in den Mittelzellraum gebracht. ‘Der gewiinschte Saure- 
grad wurde durch verdiinnte Schwefelsiure erzielt und durch Einblasen 
gewaschener Luft dafiir gesorgt, daB er in der Zelle gleichmaBig erhalten 
blieb. Wenn nicht anders bemerkt, wurde auch ein schwacher Strom 
von Kohlendioxyd durch die Kathodenlésung durchgeleitet. Zur 
Erleichterung der Trennung wurde die Kathodenlésung mehrere Male 
durch frisch destilliertes Wasser ersetzt. 

Nach Beendigung eines Experiments wurde, wenn im Mittelraum 
kein Niederschlag mit Phosphorwolframsiure mehr erzielt werden 
konnte, der Strom unterbrochen und die Lésungen entnommen. Wenn 
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notig, wurden sie mit Schwefelsiure schwach angesiuert und unter 
vermindertem Druck auf ein kleines Volumen reduziert. Hierauf 
wurde Magnesiumoxyd hinzugefiigt und die Lésungen weiter kon- 
zentriert, um NH, zu entfernen. Das NH, wurde nicht in allen Experi- 
menten bestimmt, weil die Menge zu niedrig war (besonders in der 
Kathodenlésung). Waren die Lésungen von den zugesetzten Farbstoff- 
indikatoren gefirbt, so wurden diese mit Hilfe von etwas gereinigter 
Noritkohle entfernt. Die Lésungen im Mittel- und Anodenzellraum 
wurden nur auf Gesamtstickstoff analysiert zur Kontrolle etwaiger 
mechanischer Verluste. Es ist klar, daB kleine Verluste nicht ver- 
mieden werden konnten, dazu gehért auch das mit Magnesiumoxyd frei 
gewordene N H,. 

Das Hauptergebnis, nimlich die Scharfe der erreichten Trennung, 
wird durch solche Verluste nicht beeintrichtigt, da es nur von den 
relativen Mengen von Arginin und anderen stickstoffhaltigen Stoffen 
in der Kathodenlésung abhangt. 


Membranwirksamkeit und Endosmose. 


Anderson (4) fand, daB Hammermill-Bond-Papiermembranen allen 
untersuchten Typen iiberlegen waren, weil sie fiir Aminosdureionen 
durchlassig waren, hingegen die unerwiinschte endosmotische Bewegung 
verhinderten. Auch die Diffusion von unionisierten Molekilen war 
gering. Barratt und Harris (10) fanden, daB Gelatinemembranen in 
alkalischen Lésungen endosmotische Bewegung zur Kathode hervor- 
rufen. Anderson beobachtete bei dem Bond-Papier eine deutliche 
Bewegung zur Anode bei py 5,5. Dies wiirde keine Verunreinigung 
der Kathodenlésung mit unionisierten Molekiilen bewirken. Unter- 
suchungen iiber das Verhalten von Cellulosemembranen (11), welche 
osmotische Bewegungen zur Kathode begiinstigen, haben keine Be- 
ziehung zu den hier beschriebenen Versuchen, da jene in reinen Saure- 
oder Baselésungen ausgefiihrt wurden. AuBerdem scheinen auch 
organische Ionen, ebenso wie vorhergehende Behandlung des Membran- 
materials, einen bestimmten EinfluB auszuiiben (12). Es sei noch be- 
merkt, daB einige unten wiedergegebene Bemerkungen zeigen, daB die 
endosmotische Bewegung bei Bond-Papiermenbranen, reversibel ist. 


Nur in denjenigen Fallen, wo die endosmotische Bewegung hin- 
reicht, um deutliche Unterschiede im Fliissigkeitsniveau hervorzurufen, 
wurden Beobachtungen iiber die Endosmose angestellt. In Versuch 4 
(Tabelle I) wurde bei 220 Volt beobachtet, daB das Niveau in der 
Kathodenlésung ungefahr 5 cm héher war als im Kathodenmittelraum. 
Die Temperatur im Kathodenraum war 35°, und die Lésung reagierte 
gegen Phenolphthalein alkalisch. Es wurde versucht, diese Beob- 








ter 
auf 
Dn- 
aT i- 
der 


ter 
um 
ger 
er- 
rei 


ng, 
len 
fen 


len 
1en 


var 

in 
‘or- 
che 
ing 
eT- 
che 
Be- 
ire- 
ich 
an- 
be- 
die 


Lin- 
en, 
h 4 
der 
im. 
rte 
ob- 





Elektrolytische Trennung von Arginin und Alanin. 51 


achtung unter Anwendung einer Bariumhydroxydlésung zu _ wieder- 
holen, aber es konnte keine Niveaudinderung beobachtet werden. Der 
Kohlendioxydstrom, welcher zum Herabsetzen der Basizitaét verwendet 
wurde, setzte nun aus. Wurde die Kathodenlésung ersetzt und ein 
entsprechender Strom von Kohlendioxyd durchgeleitet, so konnte 
keine weitere Niveaudénderung beobachtet werden. Als Vorversuch 
wurde hydrolysierte Gelatine bei 220 Volt elektrolysiert; dabei wurde 
beobachtet, daB das Niveau in dem Anodenraum um etwa 2! cm 
héher wurde. Die Temperatur im Mittelraum war 80°, und die Lésung 
war schwach sauer. 


Elektrolysen ohne py-Kontrolle. 


Wenn die Elektrolyse von hydrolysierten Proteinen ohne Kontrolle 
des pu, wie sie Ikeda und Suzuki verwendeten, gute Resultate fiir die 
Hexonbasen, ergibe, so wire die bequemere Methode empfehlenswert ; 
infolgedessen wurden einige Messunger, unter diesen Bedingungen 
durchgefiihrt. Die erh&ltenen Resultate finden sich in Tabelle I. 


Diskussion der ohne py-Kontrolle erhaltenen Resultate. 


Aus den wiedergegebenen Versuchen geht hervor, daB die Methode 
von Ikeda und Suzuki von wenig Wert fiir die Trennung der Hexon- 
basen durch Elektrolyse ist, obwohl eine Konzentration des basischen 
Stickstoffs stattfindet. Allerdings sollte die Tatsache, daB die Lésungen 
waihrend der Elektrolyse saurer wurden, die Trennung von Sauren 
mit zwei Carboxylgruppen begiinstigen, solange ihre isoelektrischen 
Punkte nicht tberschritten werden; es ist daher méglich, daB die 
Autoren mit ihrer Methode gute Trennungen erzielen konnten. 


Elektrolyse unter Kontrolle des py. 


In unserer Untersuchung war es von Wichtigkeit, die Scharfe 
der erzielbaren Trennung unter ahnlichen Bedingungen, wie sie in den 
Arbeiten von Anderson und von Foster und Schmidt erwaihnt sind, 
festzustellen. Die erhaltenen Resultate finden sich in Tabelle IT. 


Besprechung der Resultate. 


Die Resultate des Experiments 5 zeigen, daB eine verhaltnismaBig 
kleine Menge Arginin im Kathodenmittelraum zuriickbleibt, selbst 
wenn nicht versucht wird, den Sauregrad zu kontrollieren. In diesem 
und in den folgenden Experimenten beziehen sich die Auswertungen 
nur auf den im Kathodenraum enthaltenen Anteil Arginin. In den 
folgenden Experimenten wurde der Siuregrad in den Mittel- und 
Kathodenmittellésungen mit Hilfe eines Indikators kontrolliert, welcher 
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den Lésungen direkt zugesetzt wurde. Wie oben wurde verdiinnte 
Schwefelsiure in die Kathodenmittellésung und verdiinntes Barium- 
hydroxyd in die Kathodenlésung eingetropft. Um die Wanderungs. 
geschwindigkeit zu erhéhen und die Diffusion zu verringern, ohne die 
Temperatur zu erhéhen, wurde in den letzten drei Versuchen die EK 
auf 220 Volt erhoht. 


Die bei denjenigen Versuchen erhaltenen Resultate, bei denen 
der Sauregrad der Mittellésung wenigstens halbwegs genau kontrolliert 
werden konnte, zeigen, daB es bei Elektrolysen durch eine einfache 
Membran schwer sein wird, ein mehr als 85°; reines Produkt zu er- 
halten, falls 90°, der Aminosaure iiberelektrolysiert sind. Das stimmt 
mit den von Foster und Schmidt und von Anderson in diesem Labora- 
torium erhaltenen Resultaten iiberein. Die erstgenannten Autoren 
erhielten in einem Elektrolysengang Lésungen, welche ungefahr 80° , 
des Gesamtstickstoffs als basischen Stickstoff enthielten. Da Lysin 
und Arginin in ihren elektrischen Eigenschaften fast identisch sind, 
sollten mit Lysin, welches gegenwartig nur sehr schwer isolierbar ist, 
genau so gute Resultate erzielbar sein. Leider konnten wir unsere 
Untersuchungen nicht auf die Isolierung von Hexonbasen aus Protein- 
hydrolysaten ausdehnen. Zur Erhéhung der Wanderungsgeschwindig- 
keit ist bei niedrigen Konzentrationen die Anwendung von 220 Volt 
empfehlenswert. In konzentrierten Lésungen ruft der resultierende 
Strom eine starke Erwarmung hervor. 


Die Anwendung eines 5-Zellenapparats und ein entsprechender 
Indikator machen diese Methode fiir die Trennung von Aminosauren 
um so wichtiger, als sehr gute Resultate erhalten werden kénnen, 
ohne daB, wie bei Foster und Schmidt, die Elektrolyse wiederholt werden 
miiBte; auBerdem wird auch die zeitraubende Herstellung von Puffer- 
lésung zur Ermittlung des py vermieden. Die hier beschriebene elektro- 
lytische Methode gestattet die Bereitung einer Lésung, welche nur die 
Hexonbasen oder nur Arginin und Lysin enthalt. Diese sind nach 
bekannten Fallungsmethoden sehr einfach zu isolieren. 


Zersetzungsreaktionen an der Kathode spielen keine Rolle. Das 
geht daraus hervor, daB der Prozentgehalt des wiedergewonnenen 
Arginins hoch ist und da in der Kathodenlésung etwaige Abbau- 
produkte des Arginins, wie Harnstoff, Guanidin oder Ornithin, nicht 
nachgewiesen werden konnten. Der zur Lésung hinzugesetzte Indi- 
kator erleichtert die Kontrolle des Sauregrades im Mittel- und 
Kathodenmittelraum und erméglicht die Wiedergewinnung von 95° 
Arginin in einem hohen Reinheitsgrad, verglichen mit den Fallungs- 
methoden fiir Hexonbasen. Es soll bemerkt werden, daB Arginin nach 
drei Fallungen als Silbersalz gewohnlich nur 90°, rein ist (13). 
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Zusatz. 


Nach AbschluB der hier beschriebenen Arbeit sind zwei weitere 
Berichte tiber die Isolierung von Hexonbasen aus hydrolysierten Pro- 
teinen erschienen. 

Noguchi (14) elektrolysierte hydrolysiertes Casein und Ochsenblut in 
einem 3-Zellenapparat und konnte Arginin, Histidin und Lysin aus 
dem Kathodenraum isolieren. Der Saiuregrad der Lésung wurde nicht 
kontrolliert. 

Cox, King und Berg (15) verwendeten einen etwas modifizierten 
Apparat nach Foster und Schmidt und erhielten gute Ausbeuten dieser 
drei Basen aus einem Brei von Blutkérperchen. Beide Untersuchungen 
zeigen, daB die elektrolytische Methode von Wert sein kann. 

Bei der Durchsicht und}bei der Ubersetzung ins Deutsche haben uns 
die Herren Oskar Baudisch ‘und Dr. Erwin Chargaff ‘geholfen, wofiir wir 
ihnen bestens danken. 
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Studien iiber die Kohlensiureabspaltung 
der Brenztraubensiure. [. 


Einleitende Versuche. 


Von 
Uno Boklund. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lund.) 
(Eingegangen am 23. Juni 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Seit einer Reihe von Jahren sind am hiesigen medizinisch-chemi- 
schen Institut Untersuchungen tiber die spontane und katalytische 
Kohlensaureabspaltung der Ketocarbonsiuren im Gange. 

Widmark' hat gezeigt, daB die spontane Kohlensaéureabspaltung 
der Acetessigsiure von der Wasserstoffionenkonzentration abhangig 
ist. In stark saurer Lésung findet die Spaltung als Reaktion erster 
Ordnung mit der Geschwindigkeitskonstante 0,0043 (nat. Log., Min.—?, 
37°) statt, in alkalischer Lésung mit der Konstante 0,00008 gleichfalls 
erster Ordnung. Da die Acetessigsiure im ersten Falle nicht, im letzterem 
aber vollstandig dissoziiert ist, bezeichnen diese Werte nach Widmark 
die Zerfallsgeschwindigkeiten des Molekiils und des Ions. Eine Be- 
schreibung des Zerfalls im Gebiet der teilweisen Dissoziation erhalt er 
mit Hilfe der Formel 

, <= 2s V; + (t— 27, 
woV die totale Spaltungsgeschwindigkeit, V,, die Spaltungsgeschwindig- 


keit des Molekiils, V; diejenige des Ions und « den Dissoziationsgrad 


bezeichnet. 

Spiter haben Widmark und Jeppsson® den katalytischen EinfluB von 
Anilin auf den Zerfall der Acetessigsiure studiert. Sie haben dabei fest- 
gestellt, daB diese Aminoverbindung einen starken Katalytischen EinfluB 
auf die Kohlensiureabspaltung hat, und daB die Wasserstoifionenkonzentra- 
tion ausschlaggebend fiir die GréBe der Katalyse ist, derart, da®B der in der 
Nahe des Neutralpunktes konstatierte Effekt weder in stark saurer, noch 
in alkalischer Lésung wiedergefunden wird. Die Reaktionsgeschwindigkeit 
im System geht also durch ein Optimum, und Widmark und Jeppsson 
erklaren diese Empfindlichkeit fiir Verainderungen der Wasserstoffionen- 
konzentration durch die Annahme, da nur eine und dieselbe Dissoziations- 
1 Erik M. P. Widmark, Acta med. Skandinav. 53, 393, 1920. 

2 BE. Widmark u. C. A. Jeppsson, Skand. Arch. f. Physiol. 42, 43, 1921. 
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form des Katalysators und Substrats aufeinander einwirken, denn sind in 
wiasseriger Lésung gleichzeitig eine schwache Séure (Substrat) und eine 
schwache Base (Katalysator) vorhanden, so kann dieReaktionsgeschwindig- 
keit nur dann durch ein Optimum gehen, wenn entweder das Katalysator- 
ion auf das Substration oder das Katalysatormolekiil auf das Substrat- 
molekiil wirkt. Aus dieser Annahme folgt weiter, da das Maximum der 
Katalyse bei jener Reaktion eintreten mu, bei der das Produkt der Kon- 
zentrationen der aktiven Dissoziationsformen am gréBten ist. Theoretisch 
berechnet sich dieser Punkt der Reaktionsskala mit Hilfe der Formel 
Ps + Ps, 


PH — =) ’ 


wo p, der Stirkeexponent der Séiure und p. derjenige der Katalysator- 

‘ ag | 
base ist. 

In den ausgefiihrten Versuchen tritt nun tatsaichlich das Maximum der 
Katalyse bei der theoretisch berechneten Reaktion ein, was als eine kraftige 
Stiitze fiir die Richtigkeit der aufgestellten Theorie angesehen werden mul. 

Liunggren' hat das Problem wieder aufgenommen und mit einer 
aiuBerst verfeinerten Methodik die Resultate von Widmark und Jeppsson 
nachgepriift und bestiatigt. AuBerdem hat er das Katalysevermégen einer 
groBen Anzahl verschiedener Aminoverbindungen untersucht und hat 
dadurch feststellen kénnen, daB die katalytische Wirkung hauptsachlich 
den primiren Aminen und Aminoséuren zukommt. Sekundére Amine 
wirken nicht so energisch, und tertiaére und quaternire Amine sowie Siéiure- 
amide waren ganz wirkungslos. Ljunggren hat auch die Wirkung von Neutral- 
salzen untersucht und einen mathematischen Ausdruck der katalytischen 
Reaktionsgeschwindigkeit aufgestellt. Dieser gibt iiber die Wirkungsweise 
der verschiedenen Amine und auf die Frage, welche Faktoren auf den 
katalytischen Etfekt einwirken, eine gute Vorstellung. Die Formel ist ein 
Ausdruck fiir die Wirkung der Neutralsalze auf den katalytischen Effekt 
und gibt AufschluB iiber die Lage der Wasserstoffionenoptima. Ferner ist 
aus der Formel ersichtlich, wie der katalytische Etfekt mit der Wasserstof- 
ionenkonzentration variiert. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind sehr wertvoll, denn der 
Reaktionsmechanismus und die kinetischen Probleme dieser Reaktionen 
verdienen ein besonderes Interesse sowohl aus chemischem wie aus biologi- 
schem Gesichtspunkt, letzteres wegen der unwidersprechlichen Ahnlichkeit 
mit jenen enzymatischen Reaktionen, die unter Abspaltung von Kohlen- 
siure verlaufen. 

Eine zentrale Stellung unter enzymatischen Decarboxylierungs- 
prozessen nimmt die gewéhnliche, alkoholische Gairung ein, in der 
durch Einwirkung von dem Fermentsystem Zymase Zucker in Alkohol 
und Kohlensdiure gespalten wird. Dank den epochemachenden 
Arbeiten Neubergs und seiner Schule sind die Verhaltnisse betreffs 
Entstehung der Kohlensaéure geklirt, so daB wir nunmehr wissen, 
daB ihre Vorstufe in erster Linie eine Ketocarbonsiure, die Brenz- 
traubensaure, ist, die als Zwischenprodukt bei der Garung auftritt und 
spiter enzymatisch decarboxyliert wird. Das wirksame Enzym ist 


G. Ljunggren, Dissertation, Lund 1925. 
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bekanntlich ein Teilferment der Zymase und ist von Neuberg Carboxylase 
genannt wegen seiner Fahigkeit, aus «-Ketosiuren die Carboxylgruppe 
zu entfernen und die genannten Saéuren fuBerst leicht in Kohlendioxyd 
und in den nachst niedrigeren Aldehyd zu zerlegen. 

Man hat versucht, aktive Gruppen gewisser Enzyme festzu- 
stellen. So hat man z. B. gefunden, daB besonders Reagenzien, die 
die Aldehydgruppen blockieren, wie etwa Anilin, saccharas hemmend 
wirken; durch Zusatz von Aldehyden konnte man dann das Anilin 
abfangen und dadurch die Blockade der aktiven Gruppen verhindern. 
Solche Versuche, chemisch definierte aktive Gruppen der Carboxylase 
festzustellen, sind noch nicht veréffentlicht, und keine Modellreaktion 
ist bisher beschrieben, in der eine definierte chemische Verbindung he- 
fahigt ist in wiasseriger Lésung bei normaler Temperatur und _ in 
einem Medium, dessen Reaktion in der Nahe des Neutralpunktes 
liegt, aus Brenztraubensiure Kohlendioxyd katalytisch abzuspalten. 

DaB das letztere Problem noch nicht gelést ist, kann vielleicht 
dadurch erklirt werden, daB diese %-Ketocarbonsiure von friiher den 
Ruf bemerkenswerter Stabilitét genieBt was schon im Namen Brenz- 
traubensaure liegt, denn damit deutete ihr Entdecker Berzelius! an, 
daB sie durch pyrogene Prozesse gewonnen worden war und mithin 
sogar starker Erhitzung widerstehen kénne, ohne sich in nennenswertem 
Grade zu zersetzen. Diese bemerkenswerte Widerstandsfihigkeit der 
Saure wird nachher immer hervorgehoben, und oft wird die Brenz- 
traubensiure (und ihre Homologen) hinsichtlich dieser Eigenschaft 
in gegensatzliches Verhaltnis zu der Unbestandigkeit der /-Keto- 
sdiuren gestellt. 

Auch chemischen Ejingriffen gegeniiber ist die Saure sehr resistent. 
So kann man zwar durch Schwefelsiure Kohlendioxyd abspalten, aber das 
Gemisch muB nach Beilstein und Wiegand? zu diesem Zwecke auf 150° 
erhitzt werden. Durch festes Kali ist es Nef* gelungen, die Saure zu zer- 
setzen, und auch anderweitig — durch ultraviolette Strahlen, Berthelot und 
Gaudechon4, Euler’, durch Elektrolyse, Hofer* und Oxydationsmittel, Holle- 
man? — kann man eine Zerlegung herbeifiihren. Neuerdings haben 
E. Miiller und F. Miiller® feinverteilte Piatinmetalle bei 100° verwendet 
und Langenbeck und Hutschenreuter® Alanin und andere Aminoverbindungen 
bei 100 bis 137°. 

! Berzelius, Poggendorffs Ann. 36, 1, 1835. 
Beilstein u. Wiegand, Ber. 17, 841, 1884. 


3 Nef, Ann. 885, 301, 1904. 
4 Berthelot u. Gaudechon, C. r. 152, 265, 1911. 

5 H.v. Euler, H. 71, 313, 1911. 

6 Hofer, Ber. 38, 650, 1900. 

7 Holleman, R. 28, 169, 1904. 

8 EF. Miiller u. F. Miiller, Zeitschr. f. Elektrochem. 31, 45, 1925. 

® Langenbeck u. Hutschenreuter, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 
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Im Verhaltnis zu den kraftigen Eingriffen stehen aber die erzielten 
Resultate so weit hinter den Effekten bei den £-Ketosauren, daB man zu 
der Uberzeugung gelangt ist, die Pedersen' kiirzlich folgendermaBen tormu- 
liert: ,,[t is well known that B-keto-carboxylic acids split off carbon dioxide . . 
This so-called ketonic decomposition is characteristic of B-keto acids, 
neither «- nor y-acids showing any appreciable decomposition. Thus pyruvic 
and levulinic acids are stable.“ 

Die Aufgabe, eine Modellreaktion oben angedeuteter Art zu finden, 
ist aber verlockend, und der Verfasser hat daher eine nihere Unter- 
suchung der Decarboxylierung der «-Ketoséiuren durch Aminover- 
bindungen durchgefiihrt2. 

Durch Vorversuche bestitigte sich die Angabe Béttingers*®, dab 
Anilin und Brenztraubensiure auBerst heftig in Reaktion mit einander 
treten, und daB betrichtliche Mengen Kohlensiure dabei entwickelt 
werden. Dasselbe gilt fiir konzentriertes Ammoniak nebst einer Reihe 
anderer Aminoverbindungen, wie Methylamin, Athylamin, o-, m- und 
p-Aminobenzoesaure, m-Aminophenol, Toluidin, Phenetidin, Glycin, 
Alanin, Phenylaminoessigsiure u. a.m. 

Die Versuche wurden spater in verdiinnten wisserigen Lésungen 
bei 37° ausgefiihrt und ergaben das Resultat, daB Brenztraubensaure 
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Abb. 1. 


auch unter diesen Bedingungen Kohlensaiure abspaltete. Die ent- 
wickelte CO, wurde in Baryt aufgefangen und die Menge durch 
Titrieren des unverbrauchten Baryts ermittelt. Abb. 1 zeigt die Kohlen- 


1 Pedersen, Journ. Amer. Chem. Soc. 51, 2098, 1929. 

2 Die Resultate dieser Untersuchung sind bisher nicht zum Druck 
beférdert, aber die Huuptergebnisse sind in Verbindung mit einer Dis- 
kussion in Kemisk Forening in Copenhagen, Dezember 1928, vorgelegt. 

3 Béttinger, Ann. 188, 293, 1877. 
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sdureentwicklung bei einem Versuch mit n/10 Brenztraubensaure 
und n/10 Anilin. 
Kinetische und analytische Versuche, den Reaktionsmechanismus 

zu enthiillen, deuten auf folgende schematische Hauptreaktion hin: 
OH 

CH,COCOOH + RNH, — CHs,—C—COOH — CH,;CHO+RNH, + CO, 
NH 
R 

CH,CHO + RNH, — CH,—CH=NR + H,O. 


Beim ersten Anblick scheint die Reaktion nicht von katalytischer 
Natur zu sein, weil der Katalysator im Verlauf des Prozesses verbraucht 
wird. Fiir jedes entwickelte Mol CO, wird nimlich auch 1 Mol Acet- 
aldehyd freigemacht, das sich sogleich mit 1 Mol Amin zu einer Schi/f- 
schen Base umsetzt. 


Es ist einleuchtend, daB das Verhaltnis zwischen den Reaktions- 


4 


geschwindigkeiten der beiden Reaktionen 


OH 
CHs;—C. COOH = CH3;CHO + RNH, + CO, I 
NHR 
und 
CH;CHO + RNH, = CH;CH—NR + H,O II 


bestimmt, inwiefern der ProzeB als echte Katalyse oder nicht bezeichnet 
werden darf. Wie wir spater sehen werden, haben nahere Untersuchungen 
dargetan, daB es tatsichlich Reaktionen vom Typus II gibt, die sehr 
langsam verlaufen. 


DaB chemisch definierte Verbindungen in wasseriger Lésung bei 
normaler Temperatur katalytisch CO, aus Brenztraubensdure ab- 
spalten, ist, wie bereits oben hervorgehoben ist, von einem gewissen 
Interesse, aber fortgesetzte Studien enthiillten bald noch eine Ahnlich- 
keit mit diesem Ferment, die mir besonders erwahnenswert scheint 
und wodurch diese wohldefinierten Modellreaktionen hinsichtlich der 
biologischen Bedeutung erheblich an Interesse gewinnen. Bei Unter- 
suchungen der Spaltungsgeschwindigkeit in Pufferlésungen ist es 
nimlich nachzuweisen gelungen, dab die erwaihnten Reaktionssysteme 
fiir Anderungen der Wasserstoffionenkonzentration empfindlich sind 
und tatsichlich ein Wasserstoffionenoptimum besitzen. Der EinfluB 
der Wasserstoffionenkonzentration auf die Reaktion Anilin-Brenz- 
traubensaure (n/10) geht aus Abb. 2 hervor. Man sieht, daB die maximale 
Kohlendioxydabspaltung bei py etwa 3,6 liegt, wihrend die CO,-Aus- 
scheidung bei den beiderseits diesem py-Wert liegenden Bestimmungen 


kleiner ist. 
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Die einzelnen experimentellen Belege fiir die erwaihnten Ver- 
hailtnisse sowie die Ergebnisse der kinetischen Analysen verschiedener 
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Abb. 2 


Modellreaktionen oben genannter Art sollen in den folgenden Mit- 
teilungen gebracht werden. 


Zusammenfassung. 

Brenztraubensiure 1l4Bt sich mit Hilfe verschiedener Amino- 
verbindungen katalytisch in Kohlendioxyd und Acetaldehyd zerlegen. 

Diese Decarboxylierung findet auch in verdiinnten wasserigen 
Lésungen bei normaler Temperatur statt. 

Die Wasserstoffionenkonzentration ist fiir die GréBe der Katalyse 
ausschlaggebend, derart, daB diese wohldefinierten Katalysatoren bei 
einer bestimmten Wasserstoffionenkonzentration ein Wirkungs- 
optimum besitzen. 

Die beschriebenen Reaktionen bieten daher gewisse Ahnlichkeiten 
mit den enzymatischen Reaktionen, besonders mit der enzymatischen 


Decarboxylierung der Brenztraubensaure durch Carboxylase. 
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Uber den Arbutasegehalt bei Bac. Mycoides. 


Von 


Helene Glinka-Tschernorutzky. 
' ] 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des medizinischen Instituts in 


Leningrad. ) 


(Eingegangen am 30. Juni 1930.) 


Die ersten Hinweise auf ein Arbutin aufspaltendes Enzym finden 
wir bei Kavalier (1852/53); er hat beobachtet, da die Blatter von 
Arctostaphylos uva ursi befahigt sind, das Glucosid Arbutin unter 
Zuckerbildung zu spalten. 

Durch Enzymwirkung wird Arbutin in d-Glykose und Hydrochinon 
aufgespalten [Bourquelot und Herissey (1)]. Das Arbutin spaltende Ferment 
wird zumeist als eine $-Glykosidase bezeichnet, die neben Arbutin auch 
Salicin, Helicin, 8-Phenylglykosid und andere f-Glykoside zu _ spalten 
vermag. Indessen ist die Sonderexistenz eines spezifisch Arbutin zerlegenden 
Enzyms nicht ausgeschlossen. So soll nach Sigmund (8) die Arbutin 
spaltende Glykosidase aus Calluna vulgaris, die er unter dem Namen von 
Arbutase beschrieben hat, auf Amygdalin nicht einwirken. Das Spalt- 
produkt Hydrochinon hemmt die Hydrolyse von Arbutin, wihrend es aut 
die von anderen Glykosiden kaum einwirkt. Auch Willstdtter und Oppen- 
heimer (10) nehmen fiir die Arbutase Spezifitét in Anspruch. Diese Autoren 
bestimmten die Spaltungsdauer fiir einige Glykoside mit Emulsinpraparaten 
verschiedener Herkunft und erhielten konstante Zeitwertquotienten in allen 
Hydrolyseproben fiir Salicin, Helicin und £-Phenylglykosid, was fiir die 
Identitit dieser Enzyme zu sprechen scheint. Dagegen fehlt nach Will- 
stdtter eine solche Konstanz fiir Arbutin und Amygdalin, wie aus einer 
nachstehenden Tabelle iiber die Zeitwertquotienten der Emulsinwirkung, 
bezogen auf Helicin [nach Wallstdtter (10)], hervorgeht. 


Tabelle I. 

















1 2 3 4 5 6 & 9 
Substrat E Emulsin 

Bittere SiiBe Zwetsch- nena pomaiadi 

Mandeln Mandeln gen produkt umgefillt 
Salicn .... | 57 | 581) 58 | 56 | 58 | 58| 58] 5,1 
Phenylglykosid. 50 49 50 52 48 | 52 | 52 | 49 
Amygdalin .. 0,89 1,34 1,19 0,85 1,06 1,28 1,30 1,47 
Arbutin. ... || 77 110 118 219 90 137 93 122 
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Zu Arbutinaufspaltung befaihigte $-Glykosidasepriiparate sind aus 
verschiedenen pilanzlichen Objekten gewonnen worden, so aus Calluna 
vulgaris, Vaccinium Myrtillis, Arctostaphylos uva ursi u.a. Manche kurze 
Angaben weisen daraut hin, daB auch vielen Bakterienarten die Befahigung 
zukommt, unter Saéure- und Gasbildung Arbutin zu vergiren [7'wort (9)]. 
Dahin gehéren Bac. acidilactici Hiippe, Bac. coli Escherich, Bac. pneumoniae 
Friedlander, Bac. pyogenes foetidus, Bac. capsulatus Pfeiffer, Bac. lactis 
aerogenes Escherich u.a. Dabei kommt es hiufig zu Dunkelfairbung der 
arbutinhaltigen Substrate, insbesondere in alten, alkalisch reagierenden 
Kulturen. 

Bei der Untersuchung des Stickstoffumsatzes bei Bac. mycoides 

. . ‘>. . . — mm 
unter der Finwirkung verschiedener Glykoside [Glinka-Tschernorutzky 
(4)]} haben wir nicht selten Braunfirbung im _ arbutinhaltigen 
Substrat auftreten sehen. Diese Beobachtung hat uns Anlab gegeben, 
Wirkung und Eigenschaften der Bakterienarbutase einer genaueren 
Priifung zu unterziehen. 

Bac. mycoides wurde in einer Minerallésung mit folgender Zusammen- 
setzung geziichtet: 


ge a a ae 0.5 
URC G oa eS Se oe 1.0 
os es Se Ss oS 0.1 
Una ss Chr eg GS Ge ck’ 0.02 
Oo SS re ee eae 0,1 
5 10.0 
Gg ig ss Sl ne Se oe 


Dieser Lésung wurde 0,5°,, Arbutin zugesetzt. Bac. mycoides 
wachst am besten in schwach alkalischem Medium bei py = 7,1 bis 7,3, 
waihrend fiir Arbutinaufspaltung das optimale py nach Wéillstdtter 
4,1 betragt. Daher priiften wir Substrate mit verschiedener Anfangs- 
konzentration der Wasserstoffionen bei pa = 5,0 bis 7,3. Die Arbutin- 
hydrolyse bestimmten wir nach dem Reduktionsverfahren mittels 
qualitativer Fehling-Reaktion. Bekanntlich wird durch Arbutin 
Fehlingsche Lésung nicht reduziert, wihrend seinen Spaltprodukten 
Reduktionsvermégen zukommt. 

In Tabelle II ist eine Versuchsreihe als Muster angefiihrt. In neu- 
tralem und schwach alkalischem Substrat wird Arbutin stets rasch 


Tabelle II. 





Anfangs-py nF = 6 
des Substrates = 5,0 Pu 0,0 Pu = 6.0 
Versuchsdauer 3 Tage 7 Tage 10 Tage 3Tage 7 Tage 10 Tage 3 Tage 7 Tage 10 Tage 
aaa 5.0 5.0 5.0 5.6 6.7 6.8 6.6 6.9 7.9 
Reaktion Feh- 
. ae — — _ ‘ i = ; =: ¥ 


Bakterien- 
wachstum . fehlt | fehlt | fehlt schw. schw. gut gut gut gut 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





Pa = 6,5 Pu = 7,0 Pu = 7,3 


Versuchsdauer 3Tage 7 Tage 10 Tage 3 Tage 7 Tage 10 Tage 3 Tage 7 Tage 10 Tage 


alkal.* alkal.* alkal.* 
a 6,8 7,0 gegen) 7,0 7,0 gegen 7,9 7,1 gegen 
Lack- Lack- Lack- 
Reaktion Feh- mus mus mus 
ling . ° ° a — = — — + a a i 


Bakterien- 
wachstum . gut gut gut gut gut gut gut gut gut 
— R. negativ. + R. schwach positiv (Ubergang des Blau in Griin). + Bildung von Cu, 0 


* Braunfarbung. 


zerlegt. Ein saures Milieu hemmt Bac. mycoides im Wachstum und 
hemmt die Aufspaltung des Arbutin. Bei py = 5,0 kommt Bac. 
mycoides gar nicht zur Entwicklung. 


Wir haben ferner den Versuch gemacht, aus M ycoideskulturen 
die Spaltprodukte des Arbutin, Hydrochiron und Glykose nach dem von 
Sigmund (8) angegebenen Verfahren zu gewinnen. Dazu dienten 
M ycoideskulturen in 0,5°., arbutinhaltigem Substrat und zur Kontrolle: 
1. Kulturen in arbutinfreier Lésung sowie 2. unbeimpfte Lésung 
mit 0,5°,, Arbutin. Das Filtrat der Kulturen wurde im Wasserbade 
bis zur Trockne eingeengt. Beim Eindampfen an der Luft farbt 
sich das Kulturfiltrat von arbutinhaltigem Substrat dunkel. Der 
Trockenriickstand wurde mit Ather behandelt, um das Hydrochinon zu 
extrahieren. Der goldgelbe Extrakt bréunt sich rasch an der Luft, 
dagegen sind die Kontrollextrakte farblos. Nach Verdampfen des 
Athers bleibt eine braunrote, dickfliissige Masse zuriick. Mit der Zeit 
fallen in geringer Menge farblose Kristalle aus und dazwischen ab und 
zu auch schwarzgriine, glinzende, kleine Kristalle (vermutlich Chin- 
hydron). Wegen der sehr geringen Menge muBte von einer Umkristalli- 
sation Abstand genommen werden. Die Kristalle sind im Wasser 
leicht mit braunlicher Farbung léslich und geben mit Fehlingscher 
Lésung beim Anwarmen einen Niederschlag von Kupferoxydul. 
In den Kontrollproben fehlte Kristallbildung, und Fehlingsche Lésung 
wurde nicht reduziert. Nach Extraktion mit Ather war der wasser- 
lésliche Riickstand, obgleich ein Glykosegehalt zu erwarten war, 
nicht imstande, Fehlingsche Lésung zu reduzieren. Vermutlich wurde 
die aus Arbutin gebildete Glykose sofort durch die Mikroorganismen 
weiterzerlegt. 


Es wurde der Versuch gemacht, das Enzym aus den M ycoides- 
kulturen zu isolieren, um seine Eigenschaften niher kennenzulernen. 
Alle ausprobierten Verfahren jedoch haben versagt. 
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Filtrate von jungen und alten Kulturen (versucht wurden M ycoides- 
kulturen von 1 bis 20 Tagen) vermégen nicht, eine Arbutinlésung in 
Gegenwart von Toluol und Thymol bei Brutschrankwarme im Laufe von 
| bis 3 Tagen zu zerlegen. Durch wisserige oder schwach alkalische 
(mit Na,CO, bereitete) Extrakte aus frischen Bakterienleibern wie auch 
durch Aufschwemmungen aus mit Quarzsand und _ Infusorienerde 
zerriebenen Bakterienleibern wird eine Arbutinlésung gleichfalls nicht 
zerlegt. Bei der Versuchsanordnung haben wir uns stets streng an 
Willstatter und Oppenheimer (10) gehalten. Die Versuche wurden bei , 
pu 7 und py = 4,1 angestellt, mit Acetatpuffer nach Michaelis 
fiir den letzten Fall. Vor AbschluB des Versuchs wurde Verimpfung auf 
Agar vorgenommen, Kolben mit Bakterienwachstum blieben  un- 
beriicksichtigt. Das Reduktionsvermégen der Lésung wurde entweder 
qualitativ nach Fehling oder quantitativ nach Bertrand bestimmt. 
Versucht wurden auf arbutinhaltigem wie auf arbutinfreiem Substrat 
gezuchtete M ycoideskulturen. 

Das Verfahren nach Schierge (7), das sich fiir Bac. mycoides bei der 
Untersuchung auf proteolytische Fermente gut bewahrt hatte [Glinka- 
Tschernorutzky (3), versagte fiir den Arbutinnachweis. M ycoides- 
kulturen wurden mit frisch bereiteter Mastixemulsion unter Zusatz 
schwacher Essigséure zur Fallung gebracht, das Sediment am nachsten 
Tage abfiltriert, an der Luft getrocknet und einige Stunden lang mit 
erneuerten Alkoholportionen und darauf mit Ather behandelt. Fiir den 


Versuch wurde das Sediment mit schwach alkalischer Lésung (py yj 
bis 7,8) abgespilt. Der weitere Gang des Versuchs entsprach der 


vorstehenden Beschreibung. Das Ergebnis war negativ, Arbutin kam 
nicht zur Aufspaltung. 

Versagt hat auch das von Saburo-Hino (5) zur Isolierung der 
Arginase aus den Leibern von Bac. pyocyaneus und Bac. fluorescens 
angewandte Verfahren. Der Vorschrift entsprechend haben wir 
einfache Agarkulturen von Bac. mycoides (ein-, drei- und achttagig) 
mit Aceton abgespilt und die erhaltene Aufschwemmung bei Zimmer- 
temperatur 1 bis 2 Tage abgestellt, darauf zentrifugiert, mit Wasser 
gewaschen, nochmals abgeschleudert und aus dem Niederschlag eine 
Aufschwemmung bereitet. (Die Wassermenge war berechnet mit je 
10 cem pro Kultur bei 20 em Kolbendurchmesser.) Versuchsanordnung : 
5eem 2°, iges Arbutin, 5 cem Bakterienaufschwemmung, 3 ccm Aqua 
destillata oder Acetatgemisch, 2 ccm Toluol. Nach je 5 Tagen wurden 
0.5 cem Toluol zugesetzt; die Kolben waren mit Gummikappen ver- 
schlossen, um eine Verfliichtigung zu vermeiden. Versuchsdauer 
1 bis 20 Tage, Ergebnis negativ. 

Ein unter hohem Druck aus den Bakterienleibern geprebter 
Saft hat sich gleichfalls als inaktiv erwiesen. In diesem Versuch 
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wurden 3- bis 8tagige einfache Agarkulturen von Bac. mycoides mit 
Ringer-Losung oder Aceton abgespilt (die Acetonaufschwemmuny 
wurde fiir 24 Stunden bei Zimmertemperatur abgestellt), zentrifugiert 
und nochmals mit Ringer-Lésung gewaschen. Das abzentrifugiert 
Sediment wurde mit Quarzsand und Kieselgur zerrieben und unter de: 
Mikropresse einem Druck von 300 Atm. unterworfen. Das Ergebnis dei 
mit dem Prebsaft angestellten Versuche war negativ. 

Auch ein Trockenacetonpraparat, nach Buchner und Meisenheimer (2 
hergestellt, war inaktiv. 

Zum SchluB haben wirtnoch einen Versuch gemacht, das aktive 
Enzym nach Vorbehandlung mit Pepsin oder Trypsin zu_isolieren, 
um damit die intrazellularen Eiweifstoffe zu zerstéren. Reiner Magen- 
saft vom Hund, als Pepsinersat7, hat sich dabei als nicht zweckdienlich 
erwieser, da er selbst Arbutin aufspaltet;: daher blieben wir bei einem 
Trypsinpraparat. Das Sediment von Bakterienleibern, sowohl lebender 
aly mit Aceton abgetéteter, wurde mit 2 °,,iger Trypsinlésung (py = 7,6 
iibergossen und fiir 3 Tage bei 37° im Thermostaten unter Zusatz von 
Toluol und Thymol belassen. Darauf folgten Versuche mit Filtraten 
wie auch mit abzentrifugiertem und gewaschenem Riickstand. Be: 
1 bis 20 Tagen Versuchsdauer haben wir keine Arbutinspaltung nach- 
weisen kénnen. Wohl stellte sich in manchen der Versuchskolben 
Braunfarbung mit positiver Reaktion nach Fehling ein, jedoch waren in 
diesen Fallen stets lebende, zur Aufspaltung des Arbutins befahigte 
Bakterienzellen nachweisbar. 


Zusammenfassung, 


Bac. mycoides, auf arbutinhaltigem Substrat geziichtet, spaltet 
Arbutin unter Bildung von Hydrochinon und Glykose. Das wirksame 
Prinzip, das Enzym Arbutase, ist eng an die Bakterienzelle gebunden und 
kann mit den fiir die intracellularen Fermente iiblichen [solierverfahren 
von ihr nicht getrennt werden. 


Literatur. 
1) Bourquelot u. Herissey, Compt. rend. 146, 764. — 2) Buchner u. 
Meisenheimer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 36, 634, 1903. 3) Glink 
T schernorutzky, diese Zeitschr. 206, 308, 1929. 4) Dieselben, ebendaselbst 


221, 125, 1930. — 5) Saburo-Hino, ebendaselbst 133, 100, 1924. — 6) Kavaliey 
Liebigs Ann. d. Chem. u. Pharm. 84, 56, 1852; Journ. f. prakt. Chem. 5s. 
193, 1853. 7) Schierge, diese Zeitschr. 179, 248, 1926. 8) Sigmund, 
Monatsh. f. Chem. 30, 77, 1909. — 9) T'wort, Proc. Roy. Soc. 79, 329, 1907. 
10) Willstdtter u. Oppenheimer, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem 
121, 183, 1922. 
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Uber Fagopyrismus. 


Kine biochemische Untersuchung, zugleich eine kritische 
Studie iiber seine Pathogenese. 
Von 
H. K. W. Lutz und G, Schmid. ; 


{us dem Physiologisch-Chemischen Laboratorium der Eidg. Technischen 
Hochschule Ziirich. Laboratorium fiir allgemeine und analytische Chemie 
der Eidg. Technischen Hochschule. Veterinar-Pathologisches Institut der 

Universitat Ziirich.) 


(Eingegangen am 3. Mai 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Theoretischer Teil. 

An der Spitze aller in der Natur beobachteten Lichtsensibilisations- 
krankheiten! steht in bezug auf die Hiufigkeit der Faille wie auf die Zah! der 
Experimentaluntersuchungen der Fagopyrismus |synonym: Buchweizen- 
ausschlag, Buchweizenexanthem, Buchweizenkrankheit. Buchweizen- 
vergiftung, fagopyrisme (franzésisch), buckwheatpoisoning (englisch)]. 
Diese Krankheit kann als Prototyp der Krankheiten angesehen werden, 
die unter dem EinfluB exogener Stoffe, fiir die die FEjigenschaft der 
Fluoreszenz besonders wichtig erscheint, nur dann resultieren', wenn durch 
Belichtung Fluoreszenz erregt wird. Die Tatsache, daB wir es beim Fago- 
pyrismus mit einer Krankheit im Bereiche der ,,weiBen Abzeichen“ zu tun 
haben, bietet einen indirekten Beweis dafiir, da im Falle der optischen 
Sensibilisationskrankheiten die Ursache des natiirlichen und kiinstlichen 
Pigmentschutzes in der Absorption der die Fluoreszenz erregenden Strahlen 
des Sonnenspektrums durch die Melanine der Haut und der Haare bzw. durch 
Staub und Schmutz usw. besteht 

Die experimentell am griindlichsten ausgefiihrte Untersuchung von 
L. Merian? enthalt ein wohl vollsténdiges Verzeichnis der diesbeziiglichen 
Literatur von 1536 bis 1912, so da®B wir es uns ersparen kénnen, im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit so weit zuriickz greifen, zumal viele dieser ilteren 
Berichte nicht differentialdiagnostisch ausgearbeitet sind. Wir zitieren in 
unserer Untersuchung speziell die seit 1900 bestehende Literatur tiber Cie 
dem Fagopyrismus nahestehenden Gebiete und machen lediglich da eine 
Ausnahme, wo das kritische Studium der alteren Literatur uns das Zitieren 
ilterer Arbeiten als notwendig erscheinen laBt. 

Eisenbldatter® beobachtete Krankheitserscheinungen bei Schweinen nach 
Buchweizenfiitterung. Sobald die Tiere ans Sonnenlicht kamen, schrien sie, 


1 Vgl. H. E. W. Lutz, Dissertation, Universitat Ziirich 1930; daselbst 
ausfiihrliches Literaturverzeichnis der gesamten Literatur seit L900 

2 L. Merian, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1915, 8. 161 bis 188. 

3 Kisenbldtter, Veréttentl. aus d. Jahresveterinarberichten d. beamteten 


Tierarzte PreuBens 1903, S. 30. 
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taumelten und bekamen rote Hauttlecke. Christensen! berichtet iib: 
Herzschwache bei Kiihen als Folge einer Buchweizenintoxikation. Thu) 

kommt im Verlauf einer Studie tiber die Futterexantheme bei Haustieren 7: 
folgenden Schliissen: Unter besonderen Verhaltnissen, z. B. Magen-Darn 
st6érungen oder vasomotorische Labilitat, wird das in der Regel bilater: 
auftretende Fagopyrumexanthem durch Resorption von nicht in die End 
produkte zerlegten, schwer assimilierbaren Pflanzenproteinen oder durc! 
intermediare Abbauprodukte derselben in das Blut, hervorgerufen. De 
Autor stellt die Hypothese auf, da®B durch erstmalige Resorption des tremd 
artigen FagopyrumeiweiBes ein spezifischer Antikérper gebildet wird. DB: 
wiederholter resorptiver Zufuhr desselben Antigens (Fagopyrumeiweil) 
soll ein Anaphylatoxin entstehen, das bei Tieren mit empfindlichem vas: 

motorischem Apparat GefaiBschadigungen verschiedenster Art hervorrutt, 
als deren Folge Futterexantheme resultieren. 

Wir kénnen nicht umhin, an der experimentell ungestiitzten Hypothes: 
Thums zu kritisieren, daB sie mit dem derzeitigen Stande der Lehre von dei 
Anaphylaxie deshalb unvereinbar ist, weil ihr der fiir eine erfolgreich: 
Anaphylaxieforschung*® unerliBliche und experimentell wohlbegriindet: 
Begriff der Artspezifitdt fehlt. Ganz abgesehen davon wurde unseres Wissens 
Anaphylaxie nach peroraler Applikation in der Biologie bisher nie beol 
achtet. 

Dammann* betrachtet Befallspilze, sowie deren Sporen als Erreger des 
Fagopyrismus; sie sollen unter dem EintluB der Sonnenstrahlung (Strahlungs 
druck?) sich leichter verfliichtigen und dadurch mehr befahigt sein, sich in 
die ,,gelockerte und geschwellte Haut einzubohren“. Diese an sich unwahi 
scheinliche Ansicht Dammanns wird zwar von anderen Autoren seiner Zeit 
geteilt. Gegen sie spricht direkt die experimentell gestiitzte Erfahrungs 
tatsache, daB weder im Dunkeln, noch bei Belichtung an den pigmentierten 
Stellen der Haut und Haare der Tiere die charakteristischen Symptome des 
Fagopyrismus beobachtet wurden. Dammanns Feststellung, wonach Fago 
pyrismus vorwiegend nur in manchen Jahren und in bestimmten Gegenden 
auftreten soll, entspricht nicht den Tatsachen (vgl. z. B. unsere Versuch 
Teil B)®. Schindelka® nimmt an, daB das Buchweizentutter unter bestimmten 
Bodenverhaltnissen oder unter der Mitwirkung von Mikroorganismen 
Giftstotfe enthalte, oder daB solche nach dem Eintritt in den Verdauungs 
kanal gebildet wiirden. Nach ihrer Resorption in die Blutbahn sollen sit 
unter dem EinfluB8 der Sonnenstrahlung an den unpigmentierten Haut 
stellen eine Schadigung der Vasomotoren und dadurch Veranderungen de: 
GefaBwiinde hervorbringen. EF. A. Bruce’? beobachtete Fagopyrismus bei 


Christensen, Maanedskrift for Dyrlaeger 24, 500. 
Thum, Tierarztl. Rundschau 21, 237. 
Vgl. Dérr, Ergebn. d. Hyg. u. Bakteriol. 5, 73, 1922. 

4 Dammann, Die Gesundheitspflege der landw. Haussiugetiere, S. 322. 
1902; Joh. Fischer, Dissertation, Bern 1909; H. Bichlmaier, Dissertation. 
Miinchen 1912; L. Merian, |. ¢., S. 176. 

5 L. Merian, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1915, 8. 161 bis 168. 

6 Schindelka, Hautkrankh. d. Haustiere 1908, 8.376; Hutyra und 
Marek, Spez. Pathol. u. Therapie d. Haustiere 2, 920, 1913; L. Merian. 
l.c., S. 188. 

7 E. A. Bruce, Journ. of Amer. vet. med. Assoc. 52, 190, 1922; The 
Veterinary Review 2, 203, 1922. 
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Weideschweinen. Die Symptome bestehen, gleich wie bei den Schafen, in 
Veranderungen der Haut und in nervésen Erscheinungen. Pathogenetisch 
stellt er auf dem Buchweizen vegetierende Pilze und deren Toxine in den 
Vordergrund. Nur an den unpigmentierten Stellen der Haut wurden bei 
gleichzeitiger Insolation die typischen Verdinderungen wahrgenommen. Die 
Toxine sollen lahmend auf die vasomotorische Innervation der Haut wirken. 
Bruce konnte mit Fiitterungsversuchen keinen Erfolg erzielen. Hutyra und 
Marek beschreiben den Fagopyrismus als einen durch Buchweizen unter 
gleichzeitiger Einwirkung von Sonnenlicht erzeugten Ausschlag, der alle 
(iade der Hautentziindung von der einfachen Rétung bis zur Nekrose 
einschlieBen kann. 

In bezug aut die Hiufigkeit der Falle stehen Schafe und Schweine an 
erster Stelle, dann folgen Rinder und Ziegen; am seltensten erkranken 
Pferde. 

Hutyra und Marek vertreten die Auffassung, dal der Buchweizen- 
ausschlag die Folge einer Lichtschidigung darstellt, die durch einen im 
Buchweizen enthaltenen fluoreszierenden Koérper hervorgerufen wird; 
Pigmentierung der Haut oder der Haare verhindert durch Absorption der 
fluoreszenzerregenden Strahlen des Sonnenspektrums eine photodynamische 
Wirkung. In leichten Fallen bestehen die Symptome des Fagopyrismus in 
einem von dem Erythema solare unterscheidbaren Erythem, das, begleitet 
von einem Struppigwerden des Haarkleides und von Juckreiz, besonders 
an der Gesichts- und Ohrhaut auftritt. Nach Verbringen der Tiere in einen 
dunklen Stall oder nach Futterwechsel heilen diese Verainderungen in | bis 
2 Tagen unter Abschuppung der Epidermis ab. In schweren Fallen tritt 
das Bild einer vesikulésen, mit starker Rétung, Schwellung und Schmerz- 
haftigkeit der betroffenen Stellen einhergehenden Entziindung in den 
Vordergrund. Die entstehenden Blasen kénnen linsen- bis erbsengrol 
werden; sie enthalten einen klaren wisserigen Inhalt (sogenannte Kopf- 
oder Blatternrose der Schafe und der Schweine). Nach dem Platzen der 
Blasen entstehen nissende Stellen, die sich alsbald mit Krusten bedecken. 
Heftiger Juckreiz begleitet diese Erscheinungen. Vielfach treten auch 
Schadigungen des Zentralnervensystems in den Vordergrund, Krampfe 
sowie Lihmungen der vorderen und hinteren Extremititen*.' Exitus erfolgt 
als Folge der Gehirnschadigung oder durch Erstickung nach vorausgegangener 
Schwellung der Nasenschleimhaut mit einhergehender Verengerung der 
Nasenhohle. 

E. Fréhner*® konstatiert als Ursache fiir das Auftreten der charakteri- 
stischen Symptome des Fagopyrismus die Aufnahme von Buchweizen 
(Polygonum fagopyrum und Varietiiten) sowohl der griinen Pflanze, be- 
sonders zur Zeit der Reife, als auch der Samen, des Strohes, der Stoppeln 
und der Spreu bei gleichzeitiger Sonnenbestrahlung; zu bemerken ist, dal 
auch bis zu 4 Wochen spater durch Belichtung mit Sonne diese Er- 
scheinungen resultieren. Die experimentelle Tatsache wird durch die 
Gegenwart fluoreszierender Stoffe im Buchweizen erklart. FE. Fréhner halt 
es fiir wahrscheinlich, daB das ,,griine Rohchlorophyll“ bei seiner Aus- 


' Hutyra u. Marek, Spez. Pathol. u. Ther. d. Haustiere 1922. 

2 Popow, Petersburger Arch. f. Vet.-Med. 1888; H. Bichlmaier, Disser- 
tation, Stuttgart 1912; L. Merian, |. c., S. 188. 

3’ BE. Fréhner, Lehrb. d. Toxikol. ft. Tierarzte, Stuttgart 1919. 
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scheidung durch die Haut giftig wirkt bei gleichzeitiger Belichtung mit 
Sonne. 

Auf Grund unserer Untersuchungen konnten wir einwandfrei fest 
stellen, daB sich das Buchweizenchlorophyll nicht von dem Gemisch det 
reinen Chlorophylle a und b im spektroskopischen Verhalten unterscheidet 
Nach den klassischen Untersuchungen fF. Willstdtters und seiner Schule 
ist unter Rohchlorophyll ein 90- bis 95°, iges Reinchlorophyll zu verstehen, 
das ,,.kein Carotin, aber einige Prozente Xanthophyll“ enthalt. ..In guten 
alkoholischen Extrakten getrockneter Blatter ist Chlorophyll durch ungefahi 
das Sechstache an Begleitstoffen verdiinnt‘‘*, und unter diesen Begleitstotten 
haben wir nach den tluoreszierenden Substanzen zu suchen, die als patho- 
genetische Faktoren fiir die Buchweizenkrankheit in Frage kommen. 

Nach Fréhner bestehen die Symptome des Fagopyrismus in einer 
intensiven Rétung und entziindlichen Schwellung der Haut, besonders an 
Ohren, Gesicht und Augenlidern; hinzu kommt ein heftiges Juckgefiihl, die 
Tiere werden aufgeregt, kratzen sich, schiitteln den Kopf und zeigen sogar 
tobsuchtartige Antalle. An den verainderten Hautstellen wird primar die 
Bildung von Blaschen beobachtet, die sekundar auch auf die Maulschleimhaut, 
die Konjunktiven und die Schleimhaut des Respirationsapparates tber- 
greifen kann, 

In schweren Fallen treten Verdauungsst6rungen, Blasenkatarrh und 
die Symptome einer akuten Gehirnreizung auf. Haufig ist todlicher Ausgang. 
Joh. Fischer® hat einige Bestandteile des Buchweizens im Hinblick auf die 
Atiologie des Fagopyrismus untersucht. An alteren kasuistischen Berichten 
finden sich hier unter anderem diejenigen von Rabe*, E. Semmer®, Noack®, 
Klein’, Straube’. Die Berichte beziehen sich auf Schweine, Schate, Rinde1 
und Pferde. Rabe beobachtete bei einer Herde von 48 Lammern nach 
vorausgegangener ausgiebiger Stallfiitterung waihrend 4 Wochen mit Hafer, 
Buchweizen und Lupinen am ersten sonnigen Tage nach dem Austreiben 
auf die Weide bei den Tieren R6tung und Schwellung der Ohrmuscheln. 
Bei einigen Lammern sollen diese Symptome so stark gewesen sein, daB die 
Ohren schlaff herabgehangen hatten. Verschont geblieben sind drei schwarz 


' R. Willstatter u. A. Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophyll, 8. 137, 
(Berlin 1913); vgl. L. Vanino, Handb. d. Praparat. Chem. 2, 830 bis 832, 
Stuttgart 1914. 

*1.c., 8. 127. 

3 Joh. Fischer, Dissertation, Bern 1909; H. Bichlmaier, Dissertation, 
Miinchen 1912, 8S. L1.; A. Hilz, Monatsh. f. prakt. Tierheilkde. 25, 357, 1913; 
L. Merian, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1915, 5. 187. 

4 Rabe, Mitteil. a. d. tierarztl. Praxis i. Staate PreuBen, 1866 67, S. 176: 
J. Fischer, |. c., S.21; H. Bichlmaier, |. c., 8.5; L. Merian, 1. c., 8S. 175. 

5 Bk. Semmer, Jahresber. iiber die Leist. a. d. Geb. d. Vet.-Med. 1889, 
S. 188; J. Fischer, l. ¢., S. 22. 

® Noak, Ber. iiber das. Vet.-Wesen im Koénigreich Sachsen 41, 141; 
J. Fischer, 1. ¢., 8. 23. 

Klein, Arch. f. wissenschattl. u. prakt. Tierheilkde. 16, 220; Veréffent}]. 

a. d. Jahresber. d. beamteten Tierarzte PreuBens 1905, S. 30; J. Fischer. 
l.c., S. 22; L. Merian, |. c., 8. 188; H. Bichlmaier, |. c., S. 6. 

§ Straube, Berl. tierarztl. Wochenschr. 1893, 8S. 116; J. Fischer, 1. ¢.. 


S. 23; H. Bichlmaier, 1. c., 8.7; L. Merian, 1. ¢., 8. 188; EB. Haselhoff, Die 


Futtermittel d. Handels 1906, S. 1085; Joh. Fischer, |. c., 8. 23. 
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pigmentierte Lammer; einige star; mit Staub und Schmutz bedeckte 
Tiere zeigten die Krankheitserscheinungen nur in geringem Grade. 

Die Mitteilung von E. Semmer ist eine Wiedergabe der Beobachtungen 
von Popow'. Junge weiBe Schweine erkrankten an hellen Tagen 2 Stunden 
nach Verfiitterung von Buchweizenkleie: sie atmeten beschleunigt und ab 
gebrochen, waren unruhig, schrien und hatten Schaum vor dem Munde. 
Im AnschluB daran wurden Kreisbewegungen und Zuckungen an den Glied- 
maBen beobachtet. Nach voriibergehender Erholung tiber Nacht traten die 
Symptome an hellen Tagen wieder aut. Hautverainderungen wurden nicht ge 
sehen. Pigmentierte Schweine zeigten keinerlei Krankheitssymptome. Allein 
schildert die Erkrankung einer Schafherde, die wahrend mehrerer heiBer Tage 
auf einem Buchweizenfelde geweidet hatte: rote, schmerzhafte Schwellung 
des Kopfes und des Gesichtes, oedematése Schwellung der Augenlider, 
pustuléser Ausschlag auf den Lippen, anschlieBend Taumeln, Zusammen 
stiirzen und Zuckungen; Erholung nach 3 Stunden. An Kiihen wurden keine 
Hautaffektionen, dagegen plotzliches Aufblahen und Verarmung der Milch 
an Fett beobachtet. Pferde sollen nach Buchweizenfiitterung von Schwindel 
und Krampfen befallen worden sein, daneben trat Durchfall ein. Autfallend 
ist die Tatsache, daB bei Schimmeln nie Hautverainderungen auftraten. 
Wir geben dafiir eine einfache Erklarung: Alle Pferde mit Ausnahme det 
sehr selten gehaltenen albinotischen Schimmel besitzen eine dunkel- 
pigmentierte Haut. Die Sypmtome des Fagopyrismus resultieren auch hier 
lediglich an den unpigmentierten Abzeichen des Kopfes und der Extremi- 
taten. 

Die Tierversuche Joh. Fischers beziehen sich auf weibe Mause, weibe 
Meerschweinchen und weibe Kaninchen. In einer ersten Versuchsreihe 
wurden die Tiere mit Fagopyrumsamen ernahrt und daneben die erfordet 
lichen Kontrollen gehalten. Nach durchschnittlich sechstagiger Fiitterung 
traten an einem sonnenhellen 23. Februar um die Mittagszeit, also nach 
etwa zwei- bis dreistiindiger Insolation die Fagopyrismussymptome aut: 
Mattigkeit, Réotung der Ohren, Augenlider, Gesichtshaut, gefolgt von 
Lahmung der hinteren Extremitaten. Nach einiger Zeit begannen die Tiere 
sich zu kratzen, den Kopf zu schiitteln, unter Schreien hin- und herzurennen, 
bis sie schlieBlich zusammenbrachen. Nach dem Verschwinden der Sonne 
gingen die Symptome allmahlich zurtick. An ein und demselben Tiere wat 
der Fagopyrismus bei jeder Belichtung reproduzierbar; nach zwei- bis drei 
maliger Erkrankung wurde regelmaBig Exitus beobachtet. Die Kaninchen 
lieBen frische Schwellung und Réotung der Augenlider und der Ohrenerkennen : 
sie kratzten sich am Kopfe und zeigten Schmerzhaftigkeit der veranderten 
Haut. Die Mause reagierten mit Unruhe, Rotung der Ohrmuscheln, Kratzen 
und Schreckhaftigkeit. 

Von den weiteren drei Versuchen mit extrahiertem Material (s. unten) 
bzw. mit den Extraktionsriickstanden ermangeln die ersten beiden der 
Insolation; bei dem dritten waren die Symptome zwar partiell vorhanden, 
indessen haben wir daran zu kritisieren, daB Fischer gerade den Versuch, 
der den Nachweis fiir den Verbleib der wirksamen Substanz erbringen 
sollte, nicht reproduziert hat. 

l. Ein albinotisches Kaninchen wurde mit einem unter Zusatz von 
Wasser bereiteten Brei aus alkoholextrahiertem Meh] und ebenso vor- 
behandelten Tegumenten wahrend 22 Tagen gefiittert; ohne Befund. 


| Popow, Petersburger Arch. f. Vet.-Med. 1888; vgl. Hutyra u. Marek, 
j. © 
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2. Einer albinotischen Maus wurden 0,03 g Alkoholextraktionsriick stam 
in 0,3cem Alkohol subkutan appliziert. Nach 10 Minuten war Narkos« 
eingetreten, von der sich das Tier innerhalb 8 Stunden erholte. Am folgende: 
Tage wurde die gleiche Dosis verabreicht; 3 Stunden spater erfolgte Exitus 
letalis. 

3. Zwei albinotische Mause erhielten wahrend 5 Tagen eine tagliche 
Dosis kleiner Mengen des trockenen Alkoholextraktionsriickstandes 
Daraut wurde bei den Tieren bei ungestértem Allgemeinbefinden leicht« 
Rotung der Ohren und zeitweiliges Kratzen festgestellt. 

Nach unseren Erfahrungen wird Fischer bei dem dritten Versuch viel- 
leicht belichtet haben, was aus seinem Protokoll direkt nicht hervorgeht, 
aber aus den leichten Symptomen geschlossen werden diirfte. 

Oehmke* fiihrte unter Leitung von Zuntz Versuche durch an Mausen, 
Meerschweinchen und Kaninchen. Er fand, daB bei Bestrahlung mit Sonne 
Fagopyrismus auftrat. wenn die Tiere mit Buchweizensamen ernahrt waren ; 
sowohl die Tegumente wie das Mehl sind wirksam. Nach langerer einseitiger 
Ernihrung mit Fagopyrumsamen gingen die im diffusem Tageslicht ge- 
haltenen Tiere unter Haarfressen zugrunde; das Haar konnte leicht in 
groBen Biischeln ausgezogen werden. Die Sektion ergab Magendarm- 
entziindung, Blutungen in der Rindenschicht der Leber, triibe Schwellung 
des Herzens, Lungenéddem und beginnende Bauchfellentziindung. Die im 
Dunkeln gehaltenen Tiere nahmen keinen Schaden. 

Durch Alkohol extrahierter Buchweizen blieb ohne Wirkung. Der 
alkoholische Extrakt war bei peroraler Applikation imstande, bei weiBen 
Mausen nach Belichtung unter Liaihmungserscheinungen Exitus letalis 
herbeizuftthren. : 

H. Bichlmaier* untersuchte unter Leitung von J. Brandl die Wirkung 
von Fagopyrumsamen verschiedener Art und Herkunft auf ausschlieBlich 
albinotische Miiuse, Meerschweinchen und Kaninchen, denen er auch alko- 
holische Extrakte aus Tegumenten subkutan applizierte. Eine Maus erhielt 
wihrend 21 Tagen insgesamt 0,245g des alkoholischen Extraktionsriick- 
standes aus Tegumenten, der mit Alkohol wieder in Lésung gebracht war, 
subkutan injiziert; das entspricht etwa 70 g Fagopyrumsamen, bzw. etwa 
12 ¢Tegumenten. AuBer der Wirkung des Akohols wurde auch bei intensiver 
Belichtung mit Sonne nichts Abnormes festgestellt. Einem Meerschweinchen 


wurden wahrend 12 Tagen 2,1 g Extrakt das entspricht etwa 550g 
Fagopyrumsamen bzw. 110 g Tegumenten in gleicher Weise appliziert., 


ohne daB bei Insolation charakteristische Verainderungen wahrgenommen 
worden wiren. Auch bei analoger Behandlung von vier weiteren Mausen und 
zwei Meerschweinchen mit analogen Extrakten anderer Fagopyrum- 
varietiiten wurden die spezifischen Symptome des Fagopyrismus nicht 
beobachtet. Sechs weitere Tierversuche an Mausen und Meerschweinchen, 
denen chlorophyllhaltige Extrakte subkutan gegeben wurden, verliefen bei 
gleichzeitiger Bestrahlung negativ. 

Die Fiitterungsversuche, die Bichlmaier mit Fagopyrumsamen an 
Kaninchen, Meerschweinchen und Mausen monatelang durchfiihrte, blieben 


1 Oehmke, Dissertation, Berlin 1908; Zentralbl. f. Physiol. 22, 685 bis 686, 
1908; H. Bichlmaier, |. c., 8S. 11; K. Hilz, 1. ¢., 8S. 358. 

2 H. Bichlmaier, Dissertation, Miinchen 1912; Monatsh. f. prakt. Tier- 
heilkde. 23, 1912; K. Hilz, ebendaselbst 25, 357 bis 360, 1913; L. Merian, 
l.c., S. 187. 
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auch bei Belichtung durch Sonne stets ohne Resultat. Bich/maier erwahnt 
wohl, daB zwei Kaninchen wahrend lingerer Zeit mit Buchweizenkraut 
gefiittert wurden, und daB diese nur die Blatter und Bliiten fraBen und die 
Stengel unbertihrt blieben; in seinem Versuchsprotokoll finden sich aber 
iiber diesen Versuch keinerlei Angaben!. Trotz lange andauernder Fiitteruny 
mit Fagopyrumsamen, bzw. durch Applikation von Extrakten konnte 
Bichlmaier keinen Fagopyrismus erzielen. K. Hilz? gelangt bei der Gegen- 
iiberstellung der positiven Versuchsergebnisse von Joh. Fischer, Oehmke 
und K. Fessler® mit den negativen von H. Bichlmaier, sowie von J. Brand 
und G. Schartel* zur folgenden kritischen Zusammenfassung: .,Auf jeden 
Fall besteht die Behauptung Bichlmaiers, dap durch Fiitterung von Buch- 
weizen oder subkutane Einverleibung von Ausziigen ohne weiteres eine Buch- 
weizenkrankheit nicht erzielt werden kann“, zurzeit noch zu vollem Rechte.“ 

In einer kurzen, rein literarischen Studie berichtet K. Hilz, daB J. Brandl 
sich mit negativem Ergebnis seit 1906 mit Tierversuchen iiber Fagopyrismus 
beschaftigt haben soll, wobei zum Teil albinotische Mause, Meerschweinchen, 
Kaninchen und Schafe monatelang mit Buchweizen verschiedener Art und 
Form gefiittert wurden. Griines und getrocknetes Pflanzenmaterial von 
Fagopyrum esculentum, Silberbuchweizen u. a., Samen mit und ohne 
Tegumente, Mehl aus ganzen und geschilten Samen, Samenschalen allein, 
sowie diverse Extrakte gelangten zur Applikation. 

L. Merians® reizvolle Untersuchung iiber die Pathogenese des Fago- 
pyrismus, die ohne Zweifel fiir unsere Arbeit die wertvollsten Grundlagen 
lieferte, wurde in der Literatur der Lichtsensibilisationskrankheiten nicht 
aufgenommen®, was der Bedeutung dieser Experimentalstudie keinen 
Abbruch tut’. Merianerzieltedurch Verfiitterung von Fagopyrumesculentum 
(Haage und Schmidt, Erfurt), Fagopyrum griseum (Vilmorin und Andrieux, 
Paris) und Fagopyrum tartaricum (Vilmorin und Andrieux, Paris) einheitliche 
Ergebnisse : 

l. In einem Versuch vom Juli 1913 benutzte Merian zwei weiB und 
schwarz gescheckte Kaninchen aus demselben Wurt. Sie erhielten tiaglich 
zweimal frisch geschnittenen, bliihenden Buchweizen und waren dem hellen 
Tageslicht bzw. dem direkten Sonnenlicht ausgesetzt. Nach 12 Tagen wurde 
bei einem Tier die Nackenhaut gerétet, besonders intensiv in einer Aus- 
dehnung von etwa 2 qem; daneben wurde Haarausfall und Abschuppung 
der Epidermis an der betroffenen Stelle festgestellt. Am 17. Tag; an dem die 
Sonne seit Versuchsbeginn zum ersten Male den ganzen Tag schien, traten 
bei beiden Tieren folgende Symptome auf: Lockerung der weiBen Haare der 
Oberlippe und des Nasenriickens ; Juckreiz veranlaBte die Tiere zu haufigem 
Kratzen des Nackens und des Nasenriickens. Am 24. Tage: die etwa 


! H. Bichlmaier, Dissertation, 8. 22. 

* K. Hilz, Monatsh. f. prakt. Tierheilkde. 25, 357 bis 360, 1913. 

® K, Fessler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 148 bis 155, 1913. 

J. Brandl u. G. Schdartel, Arch. d. Pharm. 250, 414 bis 417, 1912. 

5 L. Merian, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1915, 8. 161 bis 188. 

® H. Jausion, Richert, Dufrénoy u. Guillaume, Les Phénoménes de 
Photosensibilisation, Paris 1927; W. Hausmann u. H. Haxthausen, Die 
Lichterkrankungen der Haut, Berlin-Wien 1929. 

7 Eine kurze, allgemein gehaltene Kritik der Merianschen Arbeit 
findet sich in W. Hausmann, Grundziige d. Lichtbiol. u. Lichtpathol, S. 153, 
Berlin-Wien 1923, 
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2 qcem groBe erythematése Stelle des einen Tieres hatte einem etwa 2 mn 
tiefen, flachen Geschwiir Platz gemacht. Histologischer Befund: Nekros: 
des Epithels, Leukocytose und Vasodilatation. Heilung nach 4 Woche: 
unter Vernarbung. Am 30. Tage wurde der Versuchabgebrochen. Symptom¢ 
Vermehrter Haarausfall; Tiere sind bei gutem Allgemeinbefinden — un 
Appetit. Die neben diesem Versuch gehaltenen buchweizengefiitterte) 
Dunkelkontrollen blieben vollkommen normal. 

Gemischte Nahrung bewirkte bei den fagopyrismuskranken Tiere: 
vollige Rekonvaleszenz. Die zu diesem Versuch gehérigen Lichtkontroller 
mit gewohnlicher Nahrung gefiitterter Tiere fehlen. 

2. Zwei Meerschweinchen mit weiBen Abzeichen wurden unter analogen 
Versuchsbedingungen einseitig mit griinem, nicht bliihendem Buchweizen 
gefiittert. Am zehnten Versuchstage die Sonne hatte nur an 2 Tagen 
ununterbrochen geschienen trat bei dem einen Versuchstier Rétung und 
Schwellung der weiBen Ohren auf; die Ohrhaut fiihlte sich warmer an als 
die tibrige Haut. Bei beiden Tieren heftiges Juckgefiihl, das sich in haufigem 
Kratzen auBerte. Das andere Tier zeigte Rétung der (unpigmentierten) 
Augenlider. Die weiBen Haare lieBen sich leichter ausziehen als die pig- 
mentierten. 

3. Analoge Versuche, in denen das Sonnenlicht Eosin- bzw. Methylen- 
blaufilter passierte, hatten das Ausbleiben der Symptome des Fagopyrismus 
zur Folge. 

4. In einem Versuche wurden unter einer Berieselungsanlage buch 
weizengetiitterte Tiere der Sonne exponiert; das Auftreten der charak 
teristischen Merkmale des Fagopyrismus beweist die ausschlieBliche Be 
teiligung der Lichtstrahlen der Sonne an der Pathogenese. 

5. Halbstiindige Bestrahlung eines schwarzen und eines weiBben Meer- 
schweinchens mit einer 10-Ampére-Bogenlampe und ebensolange Bestrahlung 
eines weiBroten Meerschweinchens mit einer Heraeusquarzlampe aus un- 
mittelbarer Nahe blieben ohne Wirkung. Bei letzterer Lichtquelle zeigte 
das Versuchstier wihrend eines Tages ein struppiges Fell, und es sai 
apathisch in seinem Kafig. 

6. Analoge Versuche mit Roéntgenstrahlen waren in Erythemdosen 
nach Sabauraud-Noiré wirkungslos. 

7. Ein weiBes, zwei schwarz und braun gescheckte und ein rotbraun- 
schwarzes Meerschweinchen mit einem etwa 6 qcm groBen weiben Abzeichen 
auf Stirn und Nase, die einige Tage mit Buchweizenkraut gefiittert worden 
waren, wurden wihrend 10 Tagen, an denen die Sonne ununterbrochen 
schien, dem intensiven Sonnenlichte ausgesetzt. 

Am Vormittag des vierten Tages war das weiBe Meerschweinchen seh 
aufgeregt, sprang umher, taumelte und zeigte Zuckungen der GliedmaBen., 
die mit Dyspnoe einhergingen. Nachmittags gegen 3 Uhr wurde das Tie! 
tot aufgefunden. Sektionsergebnis: Rétung der Magen- und Darmschleim- 
haut. 

Die gleichen Symptome stellten sich bei dem Meerschweinchen mit dem 
etwa 6qcem groBen weiBen Abzeichen am sechsten Tage ein; am Abend 
wurde es tot aufgefunden. Sektionsergebnis: analog. Die beiden unter den 
gleichen Bedingungen gehaltenen pigmentierten Tiere blieben unverandert. 

8. Im Parallelversuch zu dem obigen wurden bei zwei Meerschweinchen 
die weiBen Abzeichen mit 10°,iger Silbernitratlésung und Pyrogallollésung 
dunkel getfirbt. Die beiden einseitig mit Buchweizen gefiitterten Tier 
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eigten wahrend 10 Tagen bei vollem, ununterbrochenem Sonnenschein 
<einerlei Symptome. 

Auf Grund seiner wahrend drei aufeinanderfolgenden Jahren ge- 
wonnenen Resultate tritt Merian der Auffassung entgegen, wonach der 
Fagopyrismus sich nicht in jedem Jahre hervorrufen lasse!. Die durch die 
Quarzlampenbestrahlung bewirkten wenn auch geringgradigen Haut- 
veranderungen sollen nach Merian mit der Buchweizenfiitterung zusaramen- 
hingen. Die Symptome an der unpigmentierten Haut bzw. die des Zentral- 
nervensystems sind der Ausdruck einer mehr oder minder intensiven Be- 
strahlung : bei geringer Lichtintensitat sollen vorwiegend Haut veranderungen, 
bei hoher Intensitét und ausgiebiger Exposition dagegen die nervésen 
Symptome fast ausschlieBlich feststellbar sein; in letzterem Falle erfolgt 
mit RegelmaBigkeit Exitus. 

W. Hausmann und H. Haxthausen* beschreiben den Fagopyrismus als 
den Hauptvertreter der Lichtdermatosen bei den landwirtschaftlichen 
Haustieren. Fiitterung von Buchweizenkraut und Samen der Pflanze fiihrt 
bei Insolation zum Fagopyrismus. Natiirliche oder kiinstliche Pigmentierung, 
z. B. durch Staub, gewahren Schutz vor der Erkrankung. Fagopyrismus 
tritt gewohnlich als Hauterkrankung auf: Rétung und Blasenbildung an 
den unpigmentierten Hautstellen mit Juckreiz. Daneben treten oft tétlich 
verlaufende Allgemeinerscheinungen auf: Aufregungszustiinde, Schiitteln 
des Kopfes, Drehbewegungen, rasendes Umbherrennen der Tiere. Die 
Lichtempfindlichkeit kann 3 bis 4 Wochen nach Aussetzen der Buchweizen- 
fiitterung noch vorhanden sein. 

Nach Hausmann ist ,,mit Sicherheit anzunehmen, daB es sich um eine 
exogene, durch einen Farbstoff der Buchweizenpflanze verursachte Sensi- 
bilisationskrankheit handelt.‘‘ Beim Menschen ist noch kein Fall bekannt 
geworden, trotzdem Buchweizenmehl zur Herstellung von Griitzen und Keks 
ausgiebige Verwendung findet; es ist méglich, daB bei der zu diesem Zwecke 
vorgenommenen Behandlung die Sensibilisatoren weitgehend verandert 
und unwirksam werden. 


Experimenteller Teil. 

Anfang August 1928 wurden auf einem entgegenkommend durch 
Herrn Dr. Grisch auf dem Gelande der Schweiz. Landwirtschaitlichen Ver- 
suchsstation Oerlikon zur Verfiigung gestellten etwa 200 qm groBen Ver- 
suchsfeld 11, kg Fagopyrum esculentum (Haage und Schmidt, Erfurt) 
ausgesit. Die Saat gedieh bei giinstiger Witterung gut und war Anfang 
Oktober in voller Bliite. 

Im Hinblick auf die in der Literatur immer wiederkehrende Be- 
hauptung, dab zur Pathogenese des Fagopyrismus frischer bliihender 
Buchweizen® erforderlich sei, war es von besonderer Wichtigkeit, die 
Bliiten des Buchweizens in den Bereich der vorliegenden Untersuchung 
zu ziehen. Das Pfliicken der sehr kleinen Bliiten dieser Pflanze erfordert 


1 Dammann, |. ¢.; H. Bichlmaier, |. c.; J. Brandl u. G. Schdrtel, 1. ¢.; 
K. Hilz, 1. ¢. 

2 W. Hausmann u. H. Haxthausen, Die Lichterkrankungen der Haut, 
8S. 85. Berlin-Wien 1929. 

3G. Busck, Meddel. tra Finsens Lysinstitut 1905, S. 197. 
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viel Sorgfalt und Geduld; es konnten von zwei Personen wiahren 
8 Stunden 500g frische Bliiten, fast frei von griinen Pflanzenteilen 
erhalten werden. Die Ernte ergab et wa’ 260 kg regennasses Buchweizenheu 
Das Material wurde auf einem gut ventilierten Heuboden wahrend 
14 Tagen taglich zweimal gewendet ; dadurch wurde unter Vermeidung 
von Faulnis ein lufttrockenes Heu erhalten. Bliiten und Blatter fielen 





Abb. 1. Bliihender Buchweizen (Oerlikon 1928). 





Abb. 2. Rutin (Quercetin-Rhamnose-Glukosid) aus Fagopyrum esculentum. 


bei dem haufigen Wenden des Heus in Form eines feinen Mehles ab, 
so daB eine Trennung des Blatter- und Bliitengemisches von den Stengeln 
der Pflanze leicht erzielt werden konnte. 

Anfang Mai 1929 wurden auf dem gleichen Versuchsfeld nochmals 
1! kg Buchweizen (Haage und Schmidt, Erfurt) gesit, der Mitte Juni 
in voller Bliite war. Das Material diente einerseits zu Frisch- 
fiitterungsversuchen ; andererseits wurden von drei Frauen in 30 Stunden 
insgesamt 2010 g frische Bliiten gepfliickt. 
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Wahrend in friiheren Arbeiten das zur Untersuchung gelangende 
Pflanzenmaterial in der Hitze extrahiert und bei gewéhnlichem 
Druck die Lésungsmittel in der Hitze abdestilliert wurden, bestand 
in der vorliegenden Arbeit die Methodik in einer schonenderen 
Arbeitsweise: die Extraktionen wurden durchweg in der Kilte aus- 
gefiihrt, und die Lésungsmittel bei maximal 45°C Badtemperatur 
unter Benutzung eines kraftigen Stickstoffstromes oder im Vakuum 
entfernt. 

Auch bei den Tierversuchen wurde schonender verfahren, ins- 
hesondere aber wurden die Formen der Applikation der Extrakte 
varilert. 

A. Chemischer Teil. 
Athe rextraktion von Buchweizensamen. 


1 kg Buchweizensamen (Haage und Schmidt, Erfurt) wurde in einer 
Laboratoriumsmiihle zu einem feinen Mehl vermahlen, mit einem Liter 
Ather angesetzt und wihrend dreier Tage unter éfterem Umschiitteln 
bei Zimmertemperatur stehengelassen. 

Nach dem Filtrieren resultierte eine tief dunkelgriine Lésung mit 
rubinroter Fluoreszenz. Um auch noch den Rest der atherléslichen 

sestandteile zu gewinnen, wurde das Samenmehl nochmals mit einem 
halben Liter Ather versetzt und unter éfterem Schiitteln mehrere 
Stunden stehengelassen. Das zweite Filtrat war nur noch schwach griin 
gefirbt. Das Mehl wurde auf einer groBen Nutsche mit der Pumpe 
festgesaugt, dann abwechselnd ohne Vakuum mit Ather mazeriert ; die 
itherische Lésung wurde unter gelindem Saugen filtriert. Bis zur 
villigen Farblosigkeit des Filtrats wurden insgesamt 5 Liter Ather 
verbraucht, und schlieBlich wurde das Samenmehl mit der Pumpe auf 
der Nutsche trocken gesaugt. 

Nach dem Abdestillieren des Athers verblieben 12,5 g eines schwach 
griin gefirbten, bei gewéhnlicher Temperatur sehr viskosen Oles von 
widerwartig bitterem Geschmack. 

Liebermannsche Reaktion'. Fine kleine Probe des Buchweizendéles 
wurde in 10 cem Chloroform gelést und mit 10 Tropfen Essigsiureanhydrid 
versetzt. Auf Zugabe von einem Tropfen konzentrierter Schwefelsiure trat 
zunachst rotviolette Farbung ein, die sich im Verlaufe einer halben Minute 
in tiefdunkles Blau umwandelte und bei weiterem Zutropfen von konzen- 
trierter Schwefelsiure nach Tiefdunkelgriin umschlug. Dadurch wird die 
Anwesenheit von Phytosterinen in den Samen des Buchweizens bewiesen. 
Die noch verbleibenden etwa 12 ¢ Buchweizen6l wurden im Tierversuch aut 
ihre physiologische Wirksamkeit gepriift. 


1 Liebermann, B. 18, 1804, 1885: Chem. Centralbl. 1890, L[, 25. 
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Alkoholextraktion von Buchweizenbliiten. 

500 ¢ frische Bliiten (Ernte 1928) wurden l5mal mit je einem 
Liter 96 °,igem Alkohol in der Kalte extrahiert. Die nach dem Filtrieren 
erhaltene Lésung, die in der Durchsicht in diinner Schicht rotgelb, in 
dicker Schicht rot erschien und im auffallenden Lichte rubinrot fluor- 
eszierte, war nach dem Ergebnis der spektroskopischen Untersuchung 
fast chlorophyllfrei. 

Die alkoholische Lésung wurde kontinuierlich in einen etwa 250cem 
fassenden Willstdtterschen Helmkolben eingesaugt und bei einer 40° C 
(innen) nicht tibersteigenden Temperatur im Vakuum vom Lésungs- 
mittel befreit. Der anschlieBend im Hochvakuum bei 40°C (innen) 
iiber Chlorealcium und Phosphorpentoxyd getrocknete Riickstand 
bildete eine rotbraune, bronzeglinzende, harte, glasige Masse, die sich 
leicht pulverisieren lie}. Ausbeute: 9,5 g. 

Aus den Léslichkeitsversuchen ergibt sich die Unléslichkeit der 
aus Bliiten durch Alkoholextraktion gewonnenen hochvakuum- 
trockenen Substanz in fast allen gebraéuchlichen organischen Loésungs- 
mitteln, insbesondere aber in 96°,igem Alkohol, aus dem die Substanz 
gewonnen wurde. 

Die Tatsache, daB sich der Bliitenextraktionsriickstand lediglich 
in Methylalkohol, Malonsaiureathylester und Pyridin in der Hitze wie 


Tabelle der Léslichkeit des alkoholischen Bliitenextraktionsriickstandes. 





Léslichkeit 





Nr. Lisungsmittel a ‘ 
in der Kalte beim Erwarmen 

1 ey Ee a unloslich unl jslich 

2 50 %,iger m ‘ loslich 

3 Methylalkohol leicht léslich leicht loslich 

+ Amylalkohol . unldslich unldslich 

5 Wasser a hee ee leicht léslich leicht léslich 

6 Physiologische Kochsalzlosung . > " ‘ - 

7 Ather. unléslich unldslich 

8 Hexan 

9 Petrolather 

10 Aceton 

11 Chloroform piteP 

12 Tetrachlorkohlenstotf ” 

13 Schwefelkohlenstoff . 2 - 

14 Athylbromid 

15 Athylacetat 

16 Amylacetat “i B 

17 Malonsaureester loslich loslich 

18 Pyridin (puriss.) leicht léslich | leicht loslich 


Cyclohexanon . . 


loslich 


loslich 


20 Chloroform-Alkohol 1 7 unloslich unl jslich 
21 Essigester-Malonester 1:1 . » = 





Pel | 








em 


"en 
in 
or- 


ing 


cm 
0 C 
gs: 
an) 
nd 
ich 


} 
h 





Uber Fagopyrismus. 79 


in der Kalte mit gleicher Leichtigkeit lést, gestaltet das Fraktionieren 
der Substanz durch Umkristallisation besonders schwierig. Dagegen 
war die Léslichkeit des Kérpers in Wasser bzw. in physiologischer 
Kochsalzlésung fiir ihre Priifung im Tierversuch von Bedeutung. 


Reaktionen des alkoholischen Bliitenextraktionsriickhstandes. 


0,1 g des alkoholischen Bliitenextraktionsriickstandes wurden in 
100 cem destilliertem Wasser gelést. Bei Zugabe von wenig Wasser 
entstand zunachst eine tiefrote Lésung, die sich bei weiterem Ver- 
diinnen immer mehr authellte. Die 0,1° ige Lésung zeigte nur noch 
schwache Farbung nach Gelb: bei weiterem Wasserzusatz erfolgte 
plétzlich totale Entfirbung. Nach dem Beerschen Gesetz!, auf dem 
ja die kolorimetrischen Methoden beruhen, nimmt die Farbe der Lésung 
proportional der Konzentrationsverminderung ab. Es miissen also 
die Schichtdicken proportional den Konzentrationen sein, damit die 
Lésungen gleiche Absorption zeigen. Da das Beersche Gesetz immer 
dann gilt, wenn der geléste farbige Stoff durch das Loésungsmittel 
keine Konstitutionsinderung? erfahrt, so kann man in obigem Falle 
auf eine solche Anderung schlieBen, fiir die wegen des Anthocyanidin- 
charakters (vgl. Reaktionen 7 und 8) der in der Durchsicht gelben 
im auffallenden Lichte roten Substanz der Ubergang des Buchweizen 
bliitenfarbstoffs in eine Pseudobase diskussionsfihig erscheint. 


1. Verdiinnte Natronlauge. In der Kalte intensive Gelbfarbung, die mit 
verdiinnter Salzsaiure rot wird. 

2. Konzentrierte Natronlauge. In der Kilte intensive Gelbfirbung, die 
mit konzentrierter Salzsaure gelb bleibt. 

3. Verdiinnte Salzsdure. In der Kalte amorpher, schwach gelber Nieder- 
schlag. 

4. Ferrichloridlésung. Olivgriine Farbung. 

5. Pikrinsdurelésung. Keine Reaktion. 

6. Salkowskis Reaktion®. Die trockene Substanz wurde mit etwa 5 ecm 
Chloroform tiberschichtet; beim Zutropfen von Konzentrierter Schwetel- 
siure trat intensive Rotfarbung auf, die schnell in Dunkelbraunrot itiberging. 

7. Sodalésung. Griinfarbung, Bildung eines amorphen, schmutzig- 
griinen Niederschlags; nach Zugabe von Salzsaure tritt Losung ein, wobei 
die Farbe wieder in Rot iibergeht. 

8. Konzentrierte Salzsdure. In der Kialte keine Reaktion. Beim Fr- 
wiirmen tritt Intensivierung der roten Farbe ein, die bei etwa 5 Minuten 
langem Kochen in Tiefdunkelblutrot tibergeht. Nach dem Abkiihlen durch 
Einstellen in kaltes Wasser wurde die rote Lésung mit Amylalkohol ge- 


1 H. Wieland, B. 48, 1097, 1916. 
2 J. Piccard u. I. H. Dardel, B. 65, 2253, 1923. 
3 Salkowski, Arch. f. d. ges. Physiol. 6, 207, 1872. 
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schiittelt; dabei wurde die Amylalkoholschicht tiefdunkelblutrot (etwa von 
der Farbe des ,,lackfarbenen‘‘ Blutes'). 

9. Erhitzen der trockenen Substanz im Gliithréhrchen. Es tritt zuniachst 
empyreumatischer Geruch auf; dann Geruch von verbranntem Fleisch 
(EiweiB); schtlieBlich tritt unter Bildung schwer verbrennlicher Kohle 
Phenolgeruch auf. 

10. Lassaignesche Probe. Tine Messerspitze der trockenen Substanz 
wurde in einem Reagenzglas mit Natrium zur Rotglut erhitzt und durch 
Kintauchen in ein kleines, destilliertes Wasser enthaltendes Becherglas 
zertriimmert. Die filtrierte L6sung wurde mit einigen Tropfen Ferro- und 
Ferrisalzlésung versetzt. Auf Zusatz von Salzsiure trat Blaufarbung ein. 

11. Tollenssche Probe. Ammoniakalische Silbernitratlésung wird 
momentan reduziert; nach Zusatz von einem Tropfen Kalilauge wurde ein 
Silberspiegel erhalten. 

12. Fuchsinschwejliae Sdure. Keine Reaktion. 

13. Ferroammonsulfat. Weine Reaktion. 

14. Ammonrhodanid. Keine Reaktion. 

15. Semicarbazidhydrochlorid. ‘Fine mit Natriumacetat abgestumpfte 
Lésung von Semicarbazidhydrochlorid gibt keine Fallung. 


Sdurehydrolyse des alkoholischen Bliitenextraktionsriickstandes*. 


%g des aus Bliiten erhaltenen rotbraunen Kérpers wurden in 
50 cem destilliertem Wasser in der Kalte gelést und mit 100 cem Amyl- 
alkohol (pro Analysi, furfurolfrei, Siegfried) iiberschichtet. | Beim 
Schiitteln des Gemisches wurde von der Amylalkoholschicht keine 
Spur der mit dunkelroter Farbe in Wasser gelésten Substanz auf- 
genommen. 

Nach Zugabe von 50 ccm reiner rauchender Salzséure (D = 1,19) 
wurde die Fliissigkeit in einem Rundkolben am RiickfluBkiihler etwa 
15 Minuten zum Sieden erhitzt; dabei wurde die Amylalkoholschicht 
tief dunkelblutrot gefairbt; die saure wisserige Lésung zeigte nach 
der Hydrolyse goldgelbe Farbe. 

Nach dem Abkiihlen durch Einstellen des Kolbens in Wasser wurde 
in einem Scheidetrichter die salzsaure-wisserige Schicht abgelassen, 
und die amylalkoholische Lésung durch Waschen mit Natriumbicarbonat 
neutralisiert und schlieBlich mehrmals mit destilliertem Wasser aus- 
geschiittelt. Die amylalkoholische Lésung wurde iiber frisch gegliihtem 
Natriumsulfat, das in dicker Schicht auf einer Porzellannutsche fest- 
gedriickt war, filtriert und 72 Stunden iiber frisch gegliihtem Natrium- 
sulfat getrocknet. Wahrend dieser Zeit hatte sich die nach der Hydro- 


' Vgl. Anthocyanidinreaktion nach R. Willstdtter u. Everest, A. 401, 
205, 1913. 
2 Vgl. R. Willstatter u. Everest, 1. c. 
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lyse prachtig rot gefarbte Lésung unter Braunrotfirbung und Ab- 
scheidung einer dunkelbraunroten amorphen Substanz zersetzt. Weder 
aus den Konzentraten der amylalkoholischen Lésung, noch aus dem 
amorphen Niederschlag konnten kristallisierte Kérper isoliert werden. 


Reaktionen des amylalkoholléslichen Pigmentes. 


Verwendet wurde eine durch Siurehydrolyse des wasserléslichen 
Anteils des alkoholischen Bliitenextraktionsriickstandes frisch be- 
reitete Probe des roten in Amylalkohol léslichen Farbstoffs. 

1. Ferrichloridlésung. Bei tropfenweisem Zusatz einer wiisserigen 
Ferrichloridlésung sich vertiefende Griinfairbung. 

2. Pikrinsdure. Auch nach tagelangem Stehen wurde sowohl mit 
wisseriger als auch mit amylalkoholischer kalt gesittigter Pikrinsiurelésung 
keine Bildung eines kristallisierten Pikrates beobachtet. 


3. Sodalésung. Umschlag der Farbe iiber Blau in Griin; ein hierbei 
gebildeter schmutziggriiner Niederschlag ging nach sofortigem Séurezusatz 
mit braunroter Farbe in Lésung. 


Extraktion eines Bldtter-Bliitengemisches mit Alkohol. 


(Abtrennung des Chlorophylls und partielle Trennung von Rutin.) 


1 kg eines Gemisches getrockneter Blitter und Bliiten des Buch- 
weizens (Ernte 1928) wurde mit einer Laboratoriumsmiihle zu einem 
staubfeinen Mehl vermahlen und mit 15 Liter 96°,igem Alkohol in 
der Kalte erschépfend ausgezogen. Nach 4 Wochen wurden die nun 
fast farblosen durch Abnutschen gewonnenen Filtrate vereinigt. Sie 
waren, wie die spektroskopische Priifung ergab, durch Chlorophyll 
tiefgriin gefarbt. Andere Absorptionsbanden als die des Chlorophylls 
konnten nicht festgestellt werden. Das nach der Extraktion auf der 
Nutsche durch Absaugen mdéglichst vom Lésungsmittel befreite Blatter- 
Bliitengemisch war dunkelbraun; es wurde in einem geriumigen Trocken- 
schrank in diinner Schicht auf Filtrierpapier ausgebreitet und bei 
offenen Tiiren bei maximal 40° C fiir Fiitterungsversuche getrocknet. 

Der Extrakt wurde im Vakuum der Wasserstrahlpumpe bei maximal 
40°C auf 500cem eingedampft. Zur Beseitigung des Chlorophylls 
wurde das alkoholische Konzentrat mit destilliertem Wasser auf etwa 
1000 cem verdiinnt, wobei eine kolloidale Chlorophyllésung entstand!. 
Unter gelindem Riihren wurden innerhalb 10 Minuten 20 g Kochsalz 
zugegeben; dabei schied sich das gesamte Chlorophyll in dunkelgriiner, 
schmieriger Form ab. Beim Stehen iiber Nacht hatte sich auch ein 
gelber, flockiger Niederschlag von Rutin? gebildet. Die schwerfiltrier- 


1 R. Willstditer, A. 350, 51, 1906. 
2 J. Brandl u. G. Schdrtel, Arch. d. Pharm. 250, 415, 1912. 
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bare Flissigkeit wurde mit etwa 200 g Bimsteinpulver angeriihrt und 
auf einer groBen Porzellannutsche, die zuvor mit einer etwa 2 cm 
hohen Bimsteinschicht beschickt wurde, unter gelindem Saugen filtriert. 
Das Filtrat zeigte in diinner Schicht orangegelbe, in dicker Schicht 
rote Farbe. Das rote Pigment erwies sich in seinen Reaktionen als 
identisch mit dem im wasserigen Anteil des alkoholischen Bliitenextraktes 
befindlichen. 


Atherextraktion des wdsserigen Anteils der gewonnenen Pigmentlésung. 

Das im vorigen Versuch gewonnene rotgefairbte, wasserig-alkoholi- 
sche Filtrat wurde im Vakuum bei maximal 40°C auf ein Volumen 
von etwa 500 ccm konzentriert und in einem Fliissigkeitsextraktions- 
apparat nach Kutscher-Steudel mit Ather extrahiert. Nach dem Ver- 
dampfen des Athers auf dem Wasserbad verblieb eine minimale Menge 
eines gelbgefarbten, ather-schwerléslichen Kérpers von stark bitterem 
Geschmack; da die gewonnene Substanzmenge zu klein war, konnte 
eine Identifizierung nicht vorgenommen werden. In der roten wasserigen 
Lésung bildete sich wahrend der Sattigung mit Ather ein flockiger, 
gelber Niederschlag, dessen Untersuchung den Gegenstand des folgenden 
Versuchs bildete. 


Identifizierung des im vorigen Versuch angefallenen flockigen 
Niederschlags. 

Bei lingerem Stehen der unter Zusatz von Kochsalz bereiteten 
roten wasserigen Farbstofflésungen aus Bliiten baw. Blatter-Bliiten- 
gemischen wurde ein mikrokristalliner hellgrauer bzw. ein gelber, 
flockig-amorpher Kérper beobachtet. 

Léslichkeit in 

1. Wasser: In der Kalte nicht, in der Siedehitze schwer 

léslich. 

2. Physiologischer Kochsalzlisung: Unloslich. 

3. 96° .igem Alkohol: In der Hitze mit goldgelber Farbe schwer 

léslich. 

Bei dem Versuch, aus der roten ungespaltenen wasserigen Farbstoff- 
lésung das rote Pigment des Buchweizens zu isolieren, wurde eine 
kochsalzfreie, wiasserige Lésung des alkoholischen Bliitenextraktions- 
riickstandes in einem mit Phosphorpentoxyd und Chlorcalcium be- 
schickten Exsikkator konzentriert. Dabei schieden sich mikrokristalline 
Kristalle ab, die nach viermaligem auf diese Weise durchgefihrten 
Unmbkristallisieren etwa 0,5g eines gelben Kérpers ergaben, dessen 
Schmelzpunkt nach einmaliger Umkristallisation aus Alkohol 187°C 
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unkorr.) betrug, und der in seinen Reaktionen mit dem schon von 
J. Brandl und G. Schdértel’ aus Buchweizen isolierten Rutin (Quercetin- 
Rhamnose-Glucosid) iibereinstimmte. 


Vergleich von Fagopyrum-Rutin mit einem Gemisch von Quercetin, Rhamnose 
und Glucose. 

Verwendet wurde eine goldgelbe alkoholische Lésung von Fago- 
pyrum-Rutin und eine ebensolche Lésung, die das Gemenge der aus 
{utin durch Hydrolyse gebildeten Kompgnenten, Quercetin, Rhamnose, 
und Glucose enthielt. * 


1. Ferrichlorid. a) Mit Rutin: schwache, momentan verschwindende 
Griinfairbung. b) Kontrolle mit Quercetin: tiefdunkelolivgriine Farbe. 

2. Natronlauge. a) Mit Rutin: gelber kristallisierter Niederschlag und 
schweres gelbes Ol. b) Kontrolle mit Quercetin: schweres gelbes Ol. 

3. Reduktion mit Mg und Eisessig*. a) Mit Rutin: prachtige Rotfarbung. 
b) Kontrolle mit Quercetin: prachtige Rotfarbung. Mit Natronlauge geben 
die beiden Magnesiumacetat enthaltenden Lésungen zunachst intensive 
Gelbfarbung, die nach 10 Minuten in schmutziges Griin iibergeht. 

4. Hydrolytische Dissoziation. Beim Verdiinnen mit Wasser werden 
die anfangs gelben, alkoholischen Lésungen total farblos. Nach Zusatz 
von Ferrichlorid zur farblosen Lésung kehrte die urspriingliche Farbe 
wieder, die alsbald iiber Rosa in schwaches Gelbgriin iiberging. Auf 
Zusatz von Natronlauge reagiert die farblose Lésung wie oben be- 
schrieben. 

5. Hydrolyse mit konzentrierter Salzsdure (Anthocyanidinreaktion nach 
Willstdtter und Everest*). 

Weder die Rutinlésung noch die Kontrollésung gaben mit konzen- 
trierter Salzsiure die oben beschriebene Farbreaktion. 


Reaktionen einer 13° igen wdsserigen Lésung des alkoholischen Bliiten- 
extraktionsriickstandes. 

26 g des alkoholischen Bliitenextraktionsriickstandes (Ernte 1929) 
wurden in 200 ccm physiologischer Kochsalzlésung zu einer tiefdunkel- 
roten Lésung in der Kalte gelést. Ein Teil der frisch bereiteten Lésung 
diente zu Tierversuchen; mit dem Rest wurden folgende Reaktionen 
angestellt : 

1. Konzentrierte Schwefelsdure. Intensivierung der Farbe nach Tief- 
dunkelrot. 

2. Konzentrierte Salpetersdure. Intensivierung der Farbe nach Tiet- 
dunkelrot. 

3. Erdmanns Reagens (Salpetersiure-Schwefelsiure). Intensivierung 
der Farbe nach Tiefdunkelrot. 


1 J. Brandl u. G. Schdrtel, Arch. d. Pharm. 250, 414, 1912. 

2 Nach K. u. J. Shibata und J. Kasiwagi, Chem. Centralbl. 1919, 
III, 542. 

3 Ann. 401, 205, 1913. 


6* 
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4. Fréhdes Reagens (Molybdainschwefelsiure). Intensivierung der 
Farbe nach Tiefdunkelrot. 

5. Meckes Reagens (Selen-Schwefelsdure). Gelbe Fallung und tiet- 
dunkelblutrote Farbung der dariiberstehenden Fliissigkeit. 

6. Phosphorwolframsdure. Dunkelolivgriine Farbung. 

7. Silicowolframsdure. Keine Reaktion. 

8. Gerbsdure in 30°,igem Alkohol; rein gelbe Fallung, die sich gut 
absetzt, wobei eine farblose Fliissigkeit resultiert. 

9. Kalt gesdttigte wdsserige Sublimatlésung. WeiBe Fallung. 

10. Phosphorantimonsdure. Gelbe, amorphe Fillung. 

11. Kaliumwismutjodid. Gelb opaleszierende Triibung. 

12. Kaliumplatinrhodanid. Keine Reaktion. 

13. Kaliumquecksilberjodid. Keine Reaktion. 

14. Kaliumcadmiumjodid. Keine Reaktion. 

15. Ammoniumvanadinat. Schwarze Farbung. 

16. Vanadin-Schwefelsdure. Olivgriiner, amorpher Niederschlag. 


Messung der Absorptionsspektra eines alkoholischen Extraktes von Blédtter- 
Bliitengemisch. 

Zur spektroskopischen Untersuchung gelangte eine durch Extraktion 
von 1 kg Blatter-Bliittengemisch mit 15 Liter 96°,igem Alkohol er- 
haltene tiefdunkelgriine Lésung mit rubinroter Fluoreszenz. Die 
Messung der Absorptionsbanden erfolgte mit einem Gitterspektroskop ; 
als Lichtquelle diente eine Nernstlampe. 








‘i Ver- Schichtdicke 10 mm 
diinnungs- 
grad 
(Extrakt : 34 ; : 
Alkohol Band I Band II Band III Band IV 


= 1:2) (uu) (uu) (uu) (uu) 


Bes 678,7 bis 597,68 597,68 bis 569,17 534,71 bis 526,56 


rot bis orange orange bis gelb- griin 
gran 
1:2 675,47 bis 634,63 610,18 bis 599,79 534,65 bis 526,51 506,78 bis 394,4 
rot bis orange orangegelb griin | grinblau bis 
violett 


1:6 675,57 bis 640,81 | 606,68 bis 601,24 534,82 bis 529,65 499,92 bis 399,9 
rot orange bis orange- grin grinblau bis 
gelb violett 


B. Tierversuche. 


Versuch 1. Wahrend einer Dauer von 69 Tagen wurden zwei Gruppen 
von je vier weigen und je vier grauen Mausen ausschlieBlich mit Buch- 
weizensamen (Fagopyrum esculentum, Haage und Schmidt, Erfurt) und 
Wasser ernahrt und halftig im Dunkeln bzw. im diffusen Tageslicht ge- 
halten. In analoger Weise wurden Kontrollen zum Versuch angesetzt, an 
die Brot, Hafer und Wasser verfiittert wurde. 
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Versuchsiibersicht zu Versuch 1. 





Dunkel Tageslicht 





mes Mit Heraeus- a ro Neat = Sin ecm Bemer- 
Fiitterung - Fiitte- Fiitte- 
quessiamge Miiuse senun- Exitus Miuse phonon Exitus kungen 
tage tage 
ta { 1 28 1 25 
be { unbestrahlt 1 41 1 39 
samen | bestrahlt ; ot r : 56 Hi i 
; welbe 
{ 1 24 1 12 Mause 
Hafer | 1 56 _o 1 52 
und Brot a | 1 20 a 1 12 
unbestrahlt 1 45 1 52 
: { 1 23 1 25 
B. ae ” 1] 1 64 1 64 
) - 4 On 
samen | bestrahlt ; - + : 64 i 
aue 
(i 4 | 26 1 24 Miuse 
Hafer { ” \ 1 54 + 1 64 
und Brot { 1 24 1 24 
| unbestrahlt 1 1 64 1 64 





Eine weitere Unterteilung der beiden Versuchsreihen ist aus der Tabelle 
ersichtlich: je zwei Tiere gleicher Haltung und Fiitterung wurden mittels 
einer Heraeusquarzlampe (Wechselstrom 125 Volt, 2 Amp.) bestrahlt, 
wahrend die dazu gehérigen Kontrollen unbelichtet blieben. Die Bestrahlung 
erfolgte in etwa 70cm Abstand von der Lichtquelle und pro Tier 8- bis 
13mal. Wahrend der jeweiligen Bestrahlungsdauer — 15 bis 150 Minuten — 
blieb die Temperatur im unbedeckten Drahtgitterkifig zwischen 30 und 
34°C. 

Wir bemerken an dieser Stelle, da die Mause die Aufnahme der 
Tegumente verweigerten und lediglich den mehligen Samenanteil fraBen. 

Beobachtungen. Bei allen weiBen Versuchstieren trat nach kurzer Be- 
strahlung — etwa 10 Minuten — NieBen auf. Als Bestrahlungsfolge resultierte 
bei den beiden Hauptgruppen (Fagopyrum und Hafer) Rétung der Ohren 
und der Konjunktiven mit nachfolgender Abschuppung der Epidermis. 

Nach Aussetzen der Bestrahlung heilten diese Schidigungen im Verlauf 
einiger Tage. 

Bei drei weiBen Tieren der Fagopyrumgruppe erfolgte wahrend oder 
kurz nach der Bestrahlung Exitus letalis: beim ersten Tier am achten 
Fiitterungstage nach der sechsten Bestrahlung (Dauer 60 Minuten); das 
zweite starb 2 Tage nach der sechsten Bestrahlung (Dauer 60 Minuten) am 
25. Fiitterungstage, nachdem es Lahmungserscheinungen und Appetitmangel 
gezeigt hatte. Beim dritten Tiere trat am 56. Fiitterungstage wihrend der 
zwolften Bestrahlung (Dauer 60 Minuten) der Tod ein. 

Auffallig ist, daB im Zusammenhang mit der Bestrahlung ausschlieBlich 
bei weiBen Tieren der Fagopyrumgruppe Exitus beobachtet werden konnte. 

Bei den nachfolgend beschriebenen Versuchen (2 bis 5) wurden je zwei 
Gruppen von je zwei Meerschweinchen ausschlieBlich mit unvorbehandeltem 
Fagopyrumheu (Versuch 4) und mit unvorbehandeltem Fagopyrumsamen 








86 H. E. W. Lutz u. G. Schmid: 


Versuchsiibersicht zu den Versuchen 2 bis 5. 





Sonne oder Heraeus- 


quarzlampe Diffuses Tageslicht 


Ver- ‘Nitter ‘eae lead — Bemer- 
such Pesterung Meer- —— Meer- a kungen 
schwein- ey schwein- a 
‘4 chen Boye h chen am h 
Nr. Tagen Tagen 
5) , ‘ | 1 17 1 20 = 
2 Fagopyrumsamen 1 23 1 D1 { Differenz 
3 { Fagopyrumsamen, | 1 17 1 17 \ keine 
| extrahiert | 1 20 1 20 | Differenz 
4/ Fagopyrumheu | 1 7 1 16 | groBe 
| (Blatter und Bliten) | 1 10 1 18 j Ditferenz 
5 | Fagopyrumheu, { 1 5 1 4 ) keine 
-. - extrahiert | 1 13 1 g | Ditferenz 


(Versuch 2), sowie mit dem entsprechenden zuvor mit 96°,igem Alkoho! 
erschépfend extrahierten Material ernaihrt (Versuch 3 und 5). Jede dieser 
Gruppen war in zwei Halften geteilt: die eine wurde mit Sonne und mit 
einer Heraeusquarzlampe bestrahlt, die andere wurde im diffusen Tageslicht 
gehalten. Beifutter wurde keines verabreicht. Versuchsdauer 23 Tags 
(Mai 1929). Als Begleiterscheinung mu8 hier hervorgehoben werden, dal 
sowohl in der Gruppe der bestrahlten als auch der unbestrahlten Tiere nach 
vorheriger Abmagerung Exitus letalis erfolgte, und zwar zu den in de! 
tabellarischen Ubersicht aufgefiihrten Zeiten. 

Insuffiziente Ernihrung diirfte hier eine erhebliche Rolle gespielt haben. 
Beim Vergleich der Versuche 2 und 3 mit den Versuchen 4 und 5 fallt be- 
sonders auf, daB die Reserveproteide der Fagopyrumsamen den Exitus 
der Tiere stark verzégern, hingegen bei den eiweiBarmer mit Heu ernahrten 
Tieren der EiweiBmangel akut in Erscheinung tritt. In Versuch 4 besteht 
eine nennenswerte Ditferenz: die belichteten Tiere starben fast doppelt so 
schnell wie die im diffusen Tageslicht gehaltenen Kontrolltiere. 


Versuch 2. Am 22. Tage der Fiitterung mit Fagopyrumsamen trat 
nach dreistiindiger Belichtung mit Sonne bei dem einen Tiere dieser Gruppe 
Schwellung der Augenlider auf; das zweite hierhin gehérige Meerschweinchen 
zeigte am neunten Fiitterungstage nach |'/,stiindiger Insolation keine Ver- 
anderungen (vgl. tabellarische Ubersicht). 


Versuch 3. Weder durch Sonnenbelichtung wahrend 90 Minuten am 
neunten Fiitterungstage, noch durch 60minutenlange Bestrahlung mittels 
einer Heraeusquarzlampe konnte eine Reaktion erzielt werden (vgl. tabellari- 
sche Ubersicht). Alkoholextrahierte Samen sind unwirksam. 


Versuch 4. Am neunten Fiitterungstage wurde ein Tier dem direkten 
Sonnenlichte ausgesetzt. 90 Minuten nach begonnener Insolation wurde 
Rétung und leichte Schwellung der Ohren, Juckgefiihl, das im Kratzen an 
den Ohren zu erkennen war, sowie Unruhe des Tieres festgestellt ; beim Be- 
riihren der Haut Schmerzhaftigkeit. Am zehnten Tage Exitus _letalis 
(vgl. tabellarische Ubersicht). 


Versuch 5. Durch Sonnenbestrahlung wahrend 90 Minuten konnte 
am neunten Fiitterungstage keine Reaktion erzielt werden (vgl. tabellarische 
Ubersicht). Alkoholextrahiertes Heu ist unwirksam. 
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Versuch 6. Um festzustellen, ob die im Versuch 2 bei einem Tiere auf- 
getretenen Symptome mit der Buchweizenfiitterung in Zusammenhang 
gebracht werden diirfen, wurde (am 24. Mai 1929) ein analog angeordneter 
Versuch angesetzt. Zum Unterschied von Versuch 2 wurden hier jedoch 
ausgewachsene Meerschweinchen verwendet. 

Die aus vier Tieren bestehende mit Fagopyrumsamen gefiitterte Gruppe 
wurde halftig in direktem Sonnenlicht bzw. im diffusen Tageslicht gehalten. 
Zwei Kontrollen wurden mit Gras, Weizen und Mais gefiittert und dem 
direkten Sonnenlicht ausgesetzt (vgl. tabellarische Ubersicht). 

Die beiden mit Fagopyrum ernihrten Tiere wurden gemeinsam mit 
den mit Gras, Weizen und Mais ernaihrten Tieren am fiinften und siebenten 
Fiitterungstage 11, bzw. 3 Stunden dem direkten Sonnenlichte ausgesetzt. 
Bei beiden Gruppen wurde [ediglich leichte Rétung der Ohren gesehen. 


Versuchsiibersicht zu Versuch 6. 





Sonne Diffuses Tageslicht 


Fiitterung ——— er aes ; 
& Meer- Exitus letalis Meer- Exitus letalis 
schweinchen nach Tagen schweinchen nach Tagen 
Fagopyrumsamen - - + 1 12 1 20 
88°P) l 1 21 1 26 
Gras, Wei 1 Mais: | i 22 ; 
ras, eizen und Malis - " 
i Tn 1 iiberlebt — 


Am zehnten Tage nach Versuchsbeginn abortierte ein sonnenbestrahites, 
mit Fagopyrum ernihrtes Tier zwei tote Féten, die Anzeichen beginnender 
Zersetzung aufwiesen; am zwélften Tage starb das Tier. 

Nach dreistiindiger Sonnenbestrahlung zeigte das iiberlebende, mit- 
Fagopyrum ernihrte Tier am 14. Fiitterungstage gerétete Ohren, rote, ge- 
schwollene Augenlider, sowie gelegentliches Kratzen der Ohren. Diese 
Symptome hielten innerhalb 4 Stunden nach Beendigung der Insolation 
unveraindert an; am 21. Tage erfolgte Exitus letalis. 

Die im ditfusen Tageslicht gehaltenen, mit Fagopyrum ernahrten Tiere 
starben am 20. bzw. 26. Fiitterungstage unter Haarausfall und Abmagerung. 
Von den sonnenbelichteten, mit Gras, Weizen und Mais ernihrten Tieren 
starb das eine am 22. Tage; bei dem Tiere waren Abmagerung und hoch- 
gradiger Haarausfall zu beobachten. 

Die charakteristische Hautreaktion bei der Bestrahlung des einen mit 
Fagopyrum ernihrten Tieres am 14. Tage der Fiitterung liBt es als moéglich 
erscheinen, da Abortus bei dem einen und Exitus bei dem anderen Tiere 
(am zehnten und zwélften Tage) unter der Wirkung der Buchweizen- 
ernihrung erfolgt sind. 

Simtliche mit Fagopyrum ernihrten Tiere starben nach 20 bis 
26 Tagen, nur das gravide am zwélften Tage. Durch Verftitterung von 
Buchweizensamen konnte eine positive Hautreaktion erzielt werden. 


Versuch 7. Am 1. Juli 1929 wurden sechs Meerschweinchen, die aus- 
schlieBlich mit frischem bliihendem Buchweizen ernahrt wurden, zum Ver- 
such angesetzt. Je zwei Tiere wurden mit Sonne bzw. mit einer 1500-Watt- 
lampe und einer Heraeusquarzlampe bestrahlt; zwei wurden im diffusen 
Tageslicht gehalten. Die mit Gras, Weizen und Mais gefiitterten zwei 
Kontrolltiere wurden mit Sonne und mit einer Heraeusquarzlampe bestrahlt. 





88 H. E. W. Lutz u. G. Schmid: 


Versuchsiibersicht zu Versuch 7. 





| 1500 Wattlampe Diffuses Sonne 








Sonne | und Heraeus- on iin und Heraeus- 
quarzlampe Tageslicht quarzlampe 
Fiitterung cae Ey : . @ 
_ | Symp- _ | Symp- _ | Symp- _ | Symp 
Meer. tome |. Meer tome . Meer. tome 7 Meer. } Some 
schwein- neds schwein-; schwein- nach schwein- mach 
chen Tagen | chen Tagen chen Tagen chen Tagen 
‘risches bliihend. | :, 
powetiet ||: set) pee gm 
(1929) pt ore] 2 e+e ft |S] 
Gras, Weizen und { =| 6 — 
Mais | 1 6— 
Bemerkungen. Starke positive Reaktion: ++, positive Reaktion: 
negative Reaktion: , nicht eindeutige Reaktion: +—. Die diesen 


Zeichen vorangestellten Zahlen bedeuten den Fiitterungstag, z. B. 6 + 
am sechsten Fiitterungstage starke positive Reaktion“. Uber eine in der 
Fagopyrumtageslichtgruppe aufgetretene Komplikation vergleiche man 
die Ausfiihrungen zu diesem Versuche. 


Wir heben an dieser Stelle besonders hervor, daB alle Tiere die Auf- 
nahme der Bliiten verweigerten; vor den Stengeln des Buchweizens be- 
vorzugten die Tiere die Blatter der Pflanze. 

Im direkten Sonnenlicht zeigte die erste Vertikalgruppe (vgl.tabellari- 
sche Ubersicht) am sechsten Fiitterungstage nach 15 Minuten und am neunten 
Tage bereits nach 5 Minuten vom Beginn der Insolation gerechnet das 
typische Krankheitsbild des Fagopyrismus: Unruhe und Juckreiz; die Tiere 
kratzten sich haufig an den unpigmentierten Ohren, die sich gerétet hatten 
und angeschwollen waren. Die unpigmentierten Augenlider schwollen so 
stark an, daB ein Ektropium resultierte. Beim Kneifen der Haut aéuBerten 
die Tiere starkes Schmerzgefiihl durch Pfeifen, Schiitteln des Kopfes und 
Umbherrennen. 5 bis 6 Stunden nach Beendigung der Exposition hatten sich 
die erkrankten Tiere meist wieder erholt; die Nahrungsaufnahme setzte 
wieder normal ein. 

Am sechsten Fiitterungstage wurde die zweite Vertikalgruppe (ver- 
gleiche tabellarische Ubersicht) wahrend 2 Stunden bei 50cm Abstand 
mit einer 1500-Watt-Lampe belichtet. Dabei zeigten die weiBen Augenlider 
des rechten Auges leichte Rétung, die unpigmentierten Lider des linken 
Auges blieben unverandert. 

Am neunten Fiitterungstage wurden die gleichen Tiere (tabellarische 
Ubersicht, Vertikalreihe 2) wihrend 3 Stunden in 50cm Abstand mit 
einer Heraeusquarzlampe bestrahlt. Nach einer Stunde begannen die Tiere 
unruhig zu werden; die Augenlider schwollen stark an, so daB ein Ektropium 
mit starker Sekretion der Konjunktivenentstand. Auf Beriihren der geréteten 
Ohren reagierte das Tier mit starkem Schiitteln des Kopfes und Hin- und 
Herrennen im Kafig. 

Die dritte Vertikalgruppe (vgl. tabellarische Ubersicht) war bei aus- 
schlieBlicher Fagopyrumfiitterung im diffusen Tageslicht gehalten und zeigte 
keine Verainderungen. Als am sechsten Fiitterungstage infolge Unachtsam- 
keit des Laboranten die Strahlen der Morgensonne (Juni, etwa 8 Uhr) durch 
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die Fenster wahrend kurzer Zeit auf die Tiere fielen, resultierte bei den 
Tieren Unruhe, Rétung der unpigmentierten Augenlider und Ohren; die 
Futteraufnahme erlitt keine Storung. 

Die vierte Vertikalgruppe (vgl. tabellarische Ubersicht) war mit Gras, 
Weizen und Mais gefiittert und diente als Belichtungskontrolle. Nach zwei- 
stiindiger Insolation und nach zweistiindiger Quarzlampenbestrahlung 
traten keinerlei Symptome auf. 

Wir haben gesehen, daB mittels Sonnenlicht, das zuvor Fenster- 
gliser des Laboratoriums passierte, Fagopyrismus erzielt wurde. Wir 
kénnen daher aus dem Sonnenspektrum die Ultraviolettstrahlung bis 
zu etwa 4000A (Angstrémeinheiten) experimentell ausscheiden, da 
die Luft die Wellenlingen bis etwa 1900 A und das Glas die Wellen- 
langen bis etwa 4000 A absorbiert. 

Nach P. Niggli! verteilen sich die Lichtwellenlingen des sicht- 
baren (weiBen) Lichtes, etwa 4000 bis 7000 A, iiber folgende Gebiete 
des Spektrums (vgl. Tabelle). 


Sichtbares Spektrum fiir Tageslicht nach P. Niggli. 








‘ Wellenlange in A ; Wellenlange in A 
Farbe Farbe 
(1A = 10-*em) (1A = 10-* em) 
AuBeres Violett . . 4060 Griin-Gelb. . . . 5320 
ee aera 4230 a Savard 5510 
Violett-Indigo . . . 4390 Gelb-Orange . . . 5710 
ee ee 4490 Oramge ..... 5830 
ESS ee ae 4590 Orange-Rot ... 5960 
Blau-Grin .... 4750 ea | 6200 
Me a ca 5110 Auberes Rot... 6450 


In der folgenden Tabelle geben wir nach D. M. Smith? die emp- 
findlichen Linien des Quecksilbers im sichtbaren Gebiet wieder und 
haben die Zuteilung der Wellenlingen zu den Farben des Spektrums 
nach P. Niggli! vorgenommen. , 


Emissionsspektrum des Quecksilbers im sichtbaren Gebiet. 





‘ Wellenlange in A Wellenlinge in A 
Farbe Farbe 
(1A = 10-* em) (lA 10-5 em) 
AuBeres Violett. . . 4046.6 Gelb-Orange. . . 5769.6 
Violett-Indigo ... 4358.3 a 5799,7 
eee 5460,7 NG oe a fk ig os 6152 


Aus Versuch 7 ergibt sich erstens die Abhdangigkeit der Pathogenese 
des Fagopyrismus von der Lichtintensitdt unter vergleichbaren Be- 


1 P. Niggli, Lehrb. d. Mineralogie, I. B:!., S. 353, Berlin 1924. 
2? D. M. Smith, Visual Lines for Spectrum Analysis, London 1928. 
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dingungen, z. B. bei Verwendung von Lichtquellen, die ein kontinuier- 
liches Spektrum liefern: bei Sonnenlicht resultierte Fagopyrismus nach 
5 Minuten, bei Belichtung mit einer 1500-Watt-Lampe erst nach 
120 Minuten; in letzterem Falle war die Reaktion schwicher positiy 
als in ersterem. 

Zweitens ergibt sich bei Verwendung von Lichtquellen, die ein 
diskontinuierliches Spektrum liefern, zusitzlich die Abhdngigkeit vom 
Gehalt an wirksamen Strahlen: bei Verwendung von Quecksilberdampf 
einer Heraeusquarzlampe erzielten wir nach 60 Minuten eine sehr 
deutliche positive Reaktion. 

Lediglich die Wellenlingen, die gliihender Quecksilberdampf im 
sichtbaren Gebiet emittiert, sind vergleichbar mit den entsprechenden 
Wellenlangen der Lichtquellen, die ein kontinuierliches Spektrum 
liefern: in unserem Falle also mit denen der Sonne und der 1500-Watt- 
Lampe. 

Da nur solche Strahlen photochemisch zu wirken vermégen, die 
von dem System absorbiert werden (Gesetz von Grotthus und Draper) 
in unserem Falle von dem Sensibilisator des Buchweizens, der die ab- 
sorbierte Strahlungsenergie unter Verschiebung nach den langwelligeren 
Gebiet als Fluoreszenzlicht emittiert (Regel von Stokes) —, kénnen 
wir unter Zugrundelegung unserer Versuche folgern, daB der im Buch- 
weizen enthaltene Sensibilisator die Empfindlichkeit der am Fago- 
pyrismus erkrankten Tiere fiir das langwelligere Licht gesteigert hat. 

Bei Gegeniiberstellung der drei verwendeten Lichtquellen unter 
vergleichbaren Bedingungen wire es naheliegend, daB die zur Er- 
zielung des Fagopyrismus erforderliche Lichtenergie proportional dem 
Produkt aus der Intensitat der absorbierten Strahlung und der Bestrahlungs 
dauer ist, daB also das Gesetz von Bunsen und Roscoe fiir die Pathogenese 
des Fagopyrismus Giiltigkeit besitzen kénnte. 

Versuch 8. Zwei Meerschweinchen wurden 9 Tage mit frischem bliihendem 
Buchweizen (Ernte 1929) gefiittert; dann erhielten sie wahrend 36 weiteren 
Tagen Gras, Weizen und Mais. Am 36. Tage der ohne Buchweizen durch- 
gefiihrten Fiitterung wurden die Versuchstiere wihrend 4 Stunden dem 
direkten Sonnenlicht ausgesetzt. 

Schon bei einstiindiger Bestrahlungsdauer begannen die Tiere unruhig 
zu werden; dann rannten sie wie gehetzt im Kafig umher und walzten sich 
auf dem Riicken. An den unpigmentierten Ohren wurde Rétung und 
Schwellung beobachtet; merkwiirdigerweise zeigten die unpigmentierten 
Augenlider nur geringgradige Verainderungen. 

Da Meerschweinchen bei ausschlieBlicher Fiitterung mit Gras, Weizen 
und Mais, die wir zur Kontrolle mit Sonne belichteten, keinerlei derartige 
Symptome zeigten, so kénnen wir als einwandfreies Ergebnis dieses Ver- 
suchs feststellen, da®B der im Buchweizen enthaltene Sensibilisator nach mehr 
als 5 Wochen (36 Tage) im Meerschweinchenorganismus noch verweilt. 
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Versuch 9. Um auch die untere Grenze der Verweildauer des sensibili- 
sierenden Fagopyrumfarbstoffes im Tier festzulegen, wurden zwei wahrend 
2 Tagen mit frischem bliihenden Buchweizen (Ernte 1929) ernihrte Meer- 
schweinchen am Morgen des dritten Fiitterungstages dem direkten Sonnen- 
lichte (Juli 1929) ausgesetzt. Nach einer Stunde stellten sich die charak- 
teristischen Symptome des Fagopyrismus ein: Rétung und Schwellung der 
unpigmentierten Augenlider in Verbindung mit leichtgradiger Unruhe. 

Unter Zugrundelegung dieses und des vorhergehenden Versuchs 
kommen wir zu folgendem Ergebnis: Die Verweildauer des Fago- 
pyrumsensibilisators im Kérper des Meerschweinchens betrdgt mehr als 
5 Wochen; thre untere Grenze betrdigt maximal 2 Tage, die obere Grenze 
mindestens 36 Tage}. 


Versuch 10. An je zwei mit Hafer und Brot gefiitterte Meerschweinchen 
wurden an 2 Tagen jeweils etwa 1 bis 2g des atherischen Extraktions- 
riickstandes aus Fagopyrumsamen subkutan und peroral appliziert. Die 
perorale Verabreichung wurde unter Zuhilfenahme eines Spatels vor- 
genommen; fiir die subkutane Applikation wurde den Tieren auf dem Riicken 
je eine Hauttasche angelegt und in diese das Material eingebracht. Die Wun 
den lieBen sich mit Michelschen Klammern leicht schlieBen. 

Da eine am zweiten und am achten Tage darauf vorgenommene je 
zweistiindige Sonnenbelichtung keine positive Reaktion hervorzubringen ver- 
mochte, schlieBen wir, daB in dem Atherextrakt aus Fagopyrumsamen keine 
Sensibilisatoren enthalten sind, die Fagopyrismus auszulésen vermégen. 


Insbesondere folgt aus diesem Versuch, dag das intakte im 
ditherischen Samenextrakt des Buchweizens vorhandene Chlorophyll 
keinesfalls als Sensibilisator fiir die Pathogenese des Fagopyrismus 
in Frage kommen kann. 


Versuch 11. Ein nach Osborne mit 10°, iger NaCl-Lésung hergestellter 
Auszug aus Fagopyrumsamen, der die Reserveproteide enthalt, wurde durch 
Verdiinnung auf einen Gehalt von 0,95°, Kochsalz gebracht. Die frisch 
bereitete isotonische Lésung wurde in Dosen von 1,0, 4,5 und 7,0 cem an 
drei mit Hafer und Brot ernaihrte Meerschweinchen intra‘ardial, subkutan 
und peroral verabreicht. 

Das erste Tier, das 1 cem des Extraktes intrakardial erhielt, wurde am 
gleichen Tage etwa 11, Stunden dem direkten Sonnenlicht (Januar 1930) 
ausgesetzt. Es konnte weder eine Intoxikation noch eine Sensibilisierung 
gegen Licht beobachtet werden. 

Dem zweiten Meerschweinchen wurden an zwei aufeinanderfolgenden 
Tagen insgesamt 4,5 cem Extrakt subkutan injiziert, ohne daB eine toxische 
Wirkung in Erscheinung trat. Eine sofort nach der Injektion und eine 
10 Tage spater vorgenommene Belichtung mit Sonne hatte keinen Fago- 
pyrismus zur Folge. 

An das dritte Meerschweinchen wurden 7,0 ccm Extrakt peroral ge- 
geben, ohne da®’ unter gleichen Belichtungsbedingungen Fagopyrismus 
autgetreten wire. 


1 Vgl. Wittgenstein u. H. A. Krebs, Klin. Wochenschr, 5, 320, 1920; 
H.E. W. Lutz, Dissertation, Universitat Ziirich 1930. 
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Nach Osborne hergestellte Extrakte enthalten keine Substanzen in Mengen, 
wie sie fiir die Pathogenese des Fagopyrismus erforderlich sind. 


Versuch 12. Es wurde an 14 Meerschweinchen die Toxizitaét und die 
optische Sensibilisationswirkung des wiasserigen Anteils von alkoholischen 
Extrakten der Bliiten des Buchweizens (fagopyrum esculentum; Ernten 
1928 und 1929) gepriift, und zwar bei peroraler, subkutaner, intraperitonealer 
und intrakardialer Applikation. 

a) Zwei Meerschweinchen, die innerhalb 10 Tagen je 30 ccm des Extrakts 
per os erhalten hatten, zeigten weder Intoxikationserscheinungen, noch bei 
wiederholten Insolationen waihrend 14 Tagen, von der ersten Applikation an 
gerechnet, eine positive Fagopyrismusreaktion. 

b) Die intraperitoneale Verabreichung von je 2,0 ccm des Extraktes 
an zwei Meerschweinchen wurde ohne die Symptome einer Intoxikation und 
einer Lichtsensibilisation stérungslos ertragen. 

c) An sechs MeerschWeinchen wurde der Extrakt durch intrakardiale 
Injektion verabfolgt : 

Tier Nr. 1 erhielt am ersten und dritten Tage 0,1 und 0,6ccm des 
Extraktes, ohne daB im Verhalten Besonderes festgestellt werden konnte. 

Tier Nr. 2 erhielt am ersten Tage 0,4 ccm (intrakardial); am dritten 
Tage wurden 2 ccm subkutan injiziert. Eine Toxizitaét wurde nicht beob- 
achtet. 

Tier Nr. 4 erhielt 0,7 cem. Im Anschlu8 an die Injektion trat ein 
lahmungsartiger Zustand ein, von dem sich das Tier nach 45 Minuten zu 
erholen begann: unter zeitweiligen Gleichgewichtsstérungen und Schwiiche- 
erscheinungen saB es mit geschlossenen Augen apathisch im Kafig, wobei 
es den Kopf am Gitter aufgestiitzt hatte. Die am dritten Tage mit 0,6 ccm 
wiederholte Injektion léste sofort Krampferscheinungen aus; im Verlaufe 
von 4 Minuten erfolgte Exitus letalis. 

Tier Nr. 5 wurde 1 cem injiziert. Sofort nach der Injektion zeigte das 
Tier Krampferscheinungen, Verdrehen der Augen und Atmungsbeschleuni- 
gung. Mit eingezogenem Kopf lag es dann ruhig da bis zum nach 5 Minuten 
erfolgenden Exitus letalis. 

Tier Nr. 6 erhielt ebenfalls l1eem. Nach 3 Minuten traten Unruhe- 
erscheinungen auf: bei dem Versuche, fortzuspringen, rotiert das Tier nach 
rechts mit gelihmter Hinterhand auf der Stelle. Streckkrampfe, Umfallen 
nach rechts und Zuckungen folgen rasch aufeinander; dann liegt das Tier 
mit geschlossenen Augen und nach der Seite gestreckten Extremitaten ruhig 
da. Nach weiteren 5 Minuten stellt sich nach vereinzelten stoBartigen 
Atemziigen wieder flache, frequente Atmung ein. Reaktion auf Nahern der 
Hand gegen die Augen (ohne Beriihren) ist vorhanden: Pupillarreflex 
positiv; gleichzeitig werden Fluchtversuche ausgelést. 48 Minuten nach 
der Injektion erfolgt Exitus letalis. 

d) Perorale, subkutane und intraperitoneale Applikation des wisserigen 
Anteils des alkoholischen Bliitenextrakts (Ernte 1928) an vier Meer- 
schweinchen verliefen unter analogen Bedingungen ohne Intoxikations- 
erscheinungen. 

Simtliche tiberlebenden Tiere dieser Gruppe wurden wihrend 2 bis 
3 Stunden dem direkten Sonnenlichte oder in 50cm Abstand dem Lichte 
einer Heraeusquarzlampe ausgesetzt, ohne dai es gelungen wire, Fago- 
pyrismus zu erzielen. 
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Aus diesem Versuch folgern wir, daB die im Experiment nur bei 
intrakardialer Applikation stark toxische Substanz, die im wiisserigen 
Anteil des alkoholischen Bliitenextraktes in wirksamen Mengen enthalten 
ist, als dtiologisches Moment fiir die beim Fagopyrismus beobachteten 
Stérungen des Zentralnervensystems betrachtet werden kénnte}. 

Versuch 13. Zur Priifung des Ergebnisses einer von M. Hacaniuk?* 
ausgefiihrten Experimentaluntersuchung iiber Fagopyrismus, wonach 
infolge insuffizienter Ernahrung von Tauben mit den Samen des Buchweizens 
Beriberi auftreten soll, wurde wihrend 2 Monaten eine Taube ausschlieBlich 
mit Samen von Fagopyrum esculentum ernihrt. 

Beriberisymptome, wie sie z. B. in den Arbeiten von C. P. Jansen 
und Donath® iiber die Isolierung des Antiberiberivitamins und in einer 
toxikologischen Untersuchung von W. R. Hess* beschrieben werden, 
konnten wir nicht konstatieren. 

Versuch 14. Beginnend mit dem 17. Februar 1930 wurde wahrend 
18 Tagen an je zwei Meerschweinchen alkoholischer Fagopyrumbliiten- 
extrakt peroral und subkutan verabreicht. Zwei mit 30°,igem Alkohol 
in analoger Weise behandelte Tiere, sowie ein unvorbehandeltes dienten als 
Kontrollen (das letztere nur fiir die Bestrahlung mit der Heraeusquarz- 
lampe). 

Versuchsiibersicht zu Versuch 14. 





Sonne, iffuses Tageslic 
Gesamt- ee eae a ee cons awed : 
belichtungs- Meer- ree om Exitus Symptome 
dazer wiae| = roral subkutan aaa yes 
Min. chen ecm ecm Tagen Tagen 
Alkoholischer 720 1 22 13 - 
Extrakt aus Fago- a 9 
pyrumbliiten 720 1 sa 13 — 
(Ernte 1929 ver- 720 1 12 4. 
dinnt auf 30% sin o 12 + 
Alkoholgehalt) 720 I is 13 — 
cs Gastro- 
30° Alk n 8 6 ae 
3 Yoiger Alkohol — | 790) { 1 ) entasitie 
(rein) | 1 11 | 43- 


Bemerkungen. Positive Reaktion: +, negative Reaktion: —, nicht 
eindeutige Reaktion: + —. Die diesen Zeichen vorangestellten Zahlen be- 
deuten den Versuchstag, z. B. 13 + ,am 13. Versuchstage nicht eindeutige 
Reaktion“. 

‘ 

Am fiinften Versuchstage wurden simtliche sechs Tiere wahrend 60 Mi- 
nuten mit einer 1500 Watt-Lampe in 40cm Abstand bestrahlt: bei allen 
Tieren resultierte leichte Rétung der Ohren. 


1 Vgl. Popow, Oehmke, L. Merian, 1. c. 

2 M. Hacaniuk, Ukrainski medy¢ini visti 2, 105—124, 1926. 

3 C. P. Jansen u. Donath, The Isolation of Anti-Beriberi-Vitamine. 
C. Kolff & Co., Weltevreden 1927. 

4 W. R. Hess, Arch. f. exper. Pharm. u. Pathol. 108, 366 bis 379, 1924. 
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Am 19%. Versuchstage wurden die fiinf iiberlebenden Tiere wahrend 
285 Minuten mit einer Heraeusquarzlampe in 60cm Abstand belichtet ; 
als Kontrolle zu dieser Gruppe wurde ein unvorbehandeltes Tier wahrend 
315 Minuten in 60cm Abstand mit der gleichen Lichtquelle bestrahlt. Bei 
allen Tieren wurde Rotung und Schmerzhaftigkeit der Ohren mit Abschuppung 
der Epidermis beobachtet. 

Bei zwei Meerschweinchen, die insgesamt 22 und 29 ccm Extrakt in 
taglichen Dosen von 3 bis 7 ccm peroral erhielten, war am 13. Versuchstage 
nach einer Insolation von insgesamt 720 Minuten keine Reaktion nachweisbar 
(vgl. tabellarische Ubersicht). 

Dagegen wurde bei dem einen der beiden mit insgesamt je 12 ccm 
Extrakt in tiglichen maximalen Dosen von 2,5 cem subkutan behandelten 
Tieren am 12. Versuchstage eine positive Reaktion beobachtet : als Symptome 
des Fagopyrismus konnte Rétung der Ohren, sowie am unpigmentierten 
Augenlid dieses Tieres eine sekretive Konjunktivitis festgestellt werden. 
Am 13.Tage war die Konjunktivitis wieder abgeheilt, und das Tier reagierte 
negativ (vgl. tabellarische Ubersicht); bei dem zweiten Tiere, dem der Ex- 
trakt subkutan gegeben wurde, war am 13. Tage die Reaktion nicht ein- 
deutig (vgl. tabellarische Ubersicht). Aus der tabellarischen Versuchs- 
iibersicht zu diesem Versuch ist ersichtlich, daB die mit alkoholischem 
Fagopyrumextrakt subkutan vorbehandelten Tiere waihrend einer Gesamt- 
dauer von 720 Minuten mit Sonne belichtet wurden. 

Die mit 30°,igem Alkohol in analoger Weise behandelten Kontrollen 
(vgl. tabellarische Ubersicht) zeigten keine der erwahnten Erscheinungen. 
Das mit 30°,igem Alkohol peroral vorbehandelte Kontrolltier starb ohne 
vorausgegangene Insolation, nachdem es eine Gesamtdosis von 8 ccm 
erhalten hatte. Die Sektion ergab Gastroenteritis. Bei dem zweiten Kontroll- 
tier wurden nach subkutaner Injektion von insgesamt 11 ccm 30°, igem 
Alkohol und einer Gesamtinsolation von 720 Minuten am 13. Versuchstage 
keinerlei Symptome festgestellt. 

Wir sehen aus diesem Versuch, daf bei subkutaner A pplikation 
von alkoholischem Fagopyrumbliitenextrakt an Meerschweinchen bei Be- 
lichtung mit Sonne in einem Falle durch gesteigerte Lichtempfindlichkeit 
geringgradige Fagopyrismussymptome resultierten; die in einem weiteren 
Falle beobachteten Symptome waren nicht eindeutig als solche des Fago- 
pyrismus anzusprechen. Ein Unterschied im Vergleich zu den Kontrollen 
war konstatierbar. 

Ergebnisse der Untersuchung. 

1. Es wurde eine kritische Zusammenstellung der seit 1900 er- 
schienenen Literatur iber Fagopyrismus (Buchweizenkrankheit) gegeben 
unter besonderer Beriicksichtigung der Physik, Chemie und Physiologie. 

Bei der Extraktionsmethodik wurde schonender verfahren als 
das bei den bisherigen Untersuchungen iiber die Bestandteile des Buch- 
weizens (fagopyrum esculentum) tiblich war. 

3. Der Tierversuch erwies sich als fruchtbar zur Kontrolle der 
physiologischen Wirksamkeit der Extraktionsfraktionen; er war weg- 
weisend fiir die eingeschlagene chemische Methodik. 
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4. Das Vorhandensein eines Fagopyrumanthocyans in den Bliiten 
der Pflanze wurde durch die Willstdttersche Anthocyanidinreaktion 
wahrscheinlich gemacht. 

5. Fur die verbreitete Annahme, daB der Sensibilisator des Buch- 
weizens in einem spezifischen ,,Buchweizenchlorophyll bestehe, wurde 
in der vorliegenden Arbeit kein Anhalt gefunden. 

6. Intaktes Buchweizenchlorophyll, wie es im atherischen Fago- 
pyrumsamenextrakt vorliegt, kommt als pathogenetischer Faktor fiir 
die Buchweizenkrankheit nicht in Frage. 

7. Alkoholextrahiertes Pflanzenmaterial (Blatter und Bliiten, Heu, 
Samen) ist photobiologisch unwirksam und reprisentiert ein in- 
suffizientes Futter. 

8. Der wisserige Anteil des alkoholischen Bliitenextraktes ver- 
ursacht bei geeigneter Applikation an Meerschweinchen schwere In- 
toxikationen, deren Symptome mit den von Popow, Oehmke und 


L. Merian — nach Verfiitterung von Buchweizenkleie bzw. peroraler 
Applikation von Alkoholextrakten aus der griinen Pflanze und frischem 
bliihenden Buchweizen — beobachteten Schadigungen des Zentral- 


nervensystems weitgehend jtibereinstimmen. 

9%. Der qualitative Nachweis einer Abhangigkeit der Pathogenese 
des Fagopyrismus von der Art der Lichtquelle, der Lichtintensitat 
und der Bestrahlungsdauer lat vermuten, daB hier das Gesetz von 
Bunsen und Roscoe Giiltigkeit besitzen kénnte. Es wird darauf hin- 
gewiesen, dali mit dem Nachweis der Giiltigkeit des erwihnten Gesetzes 
und unter Zugrundelegung der Gesetze von Grotthus und Stokes der 
Fagopyrismus eine photochemische Erscheinung darstellen kénnte; 
damit wiirde die Unterscheidung zwischen ,,photodynamischer“ (photo- 
biologischer) und ,,photochemischer® Sensibilisierung keine Bedeutung 
mehr besitzen. 

10. Die untere Grenze der Verweildauer des Fagopyrumsensibili- 
sators im Meerschweinchenorganismus liegt im Maximum bei 2 Tagen, 
die obere Grenze im Minimum bei 36 Tagen. 

11. In nach Osborne hergestellten Extrakten aus Fagopyrumsamen, 
die Reserveproteide enthalten, befjnden sich keine Substanzen in 
Mengen, wie sie zur Pathogenese des Fagopyrismus erforderlich sind. 


12. Einseitige Ernahrung mit ungeschaltem Fagopyrumsamen 
14Bt weder im Taubenversuch noch im Meerschweinchenversuch Beriberi- 
symptome entstehen. 

13. Mit isotonischer Kochsalzlésung auf einen Alkoholgehalt von 
30°,, verdiinnter alkoholischer Extrakt aus Fagopyrumbliiten ver- 
mochte nach subkutaner Verabreichung in einem Falle bei einem 
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Meerschweinchen nach Insolation eine sekretive Konjunktivitis des 
unpigmentierten Augenlides als Folge gesteigerter Lichtempfindlichkeit 
hervorzurufen, wahrend das pigmentierte Lid des anderen Auges 
normal blieb. 

Zusammenfassung 


Die Pathogenese des Fagopyrismus ist komplexer Natur: wenn 
die Hautsymptome in den Vordergrund treten, kommt eine Steigerung 
der Lichtempfindlichkeit durch einen unter anderem im alkoholischen 
Bliitenauszug enthaltenen Sensibilisator in Frage. 

Die Schadigungserscheinungen dee Zentralnervensystems ohne 
Hautsymptome, die nach Verfiitterung von frischem, bliihenden Buch- 
weizen, Buchweizenkleie, oder nach peroraler Verabreichung von 
Alkoholextrakt der griinen Pflanze von L. Merian, Popow und Ochmk+ 
beobachtet wurden, lieBen sich in der vorliegenden Untersuchung in 
weitgehender Ubereinstimmung durch intrakardiale Injektion des 
wiasserigen Anteils des alkoholischen Bliitenextraktes erzielen; sie 
weisen auf eine Intoxikation als zweiten Faktor hin. 

Fir eine an sich mégliche Steigerung der Sensibilisations- und 
Intoxikationswirkung durch insuffiziente Ernahrung, z.B. durch 
‘ehlen des antineuritischen Vitamins B, bietet die vorliegende Unter- 
suchung keinen Anhalt. 


Am Schlu8 dieser Untersuchung danken wir Herrn Professor Dr. 
E. Winterstein, der die Anregung zu dieser Arbeit gab, sowie den Herren 
Professoren Dr. R. Kuhn und Dr. W. Frei fiir ihre wohlwollende Férderung 
und ihre vielen wertvollen Ratschlage. 
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Uber den Safranbitterstoff Pikrocrocin. 


Von 
H. E. W. Lutz. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der Eidg. Technischen 
Hochschule Ziirich. Laboratorium fiir allgemeine und analytische Chemie 
der EFidg. Technischen Hochschule Ziirich.) 


(Eingegangen am 3. Juni 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Theoretischer Teil. 
Vorkommen des Safrans. 


Crocus sativus L. Im Orient und in Siideuropa kultiviert. Die Narben 
dieser Ptlanzen wurden schon und hauptséachlich im Altertum als 
Stimulans, Antispasmodicum, Emmenagogum, Aphrodisiacum, Excitans, 
Abortivum, sowie zum aéuBerlichen Gebrauch vielfach verwendet; ferner 
dienten sie als Riechstoff, Gewiirz und Fiarbemittel. 

Crocus wird schon im Papyrus Ebers erwahnt, und zwar sowohl die 
Frucht wie der Samen. Unterschieden sind dort die Crocus ..des Berges“ 
von denen ,,des Nordens“‘, ,,des Siidens**, ..vom Delta‘’ usw. 

Ferner finden wir die Pflanze in der Bibel (Carcém), bei Homer, Hippo- 
krates, Theophrastus, Dioskur, Galen, Theokritos und Arrian als Crocus: 
bei Vergilius, Columella und anderen rémischen Autoren als Crocum, 
z. B. Crocomagna, einem Salbenpraparat. Im Liber de Simplorum Medi- 
camentorum ad Paterniam kommt er als Bulbus erraticus (sonst Colchicum) 
vor; im Qutsami als Zafaran, vielleicht auch Bolbus, das aber auch eine 
Ixia-Art bedeuten kénnte; im Ibn el Baitar findet sich die Pflanze als 
Zataran und Dschaddi. Im Chinesischen ist Crocus als Fan-hung-hwa, 
Hwang-hwa, Si-tsang-hung-hwa in Gebrauch. Auch wird von Tartaren noch 
ein Crocus thibetanus unter dem chinesischen Namen Tsang-hung-hwa. er- 
wihnt. In Indien nennt man Crocus Késar, Jafran, Kunkuma -puvvu 
sowie Kunkuma-dahuvu. 

Crocus- Variefdten. 

Crocus vernus All. in Siideuropa (bei Bleichsucht, Epilepsie gebraucht ; 
die Zwiebeln dienen als Nahrung): 

Crocus odorus Bivon (C. serotinus) in Taurien; 

Crocus Thomasii Ten. in Italien; ferner 

Crocus autumnalis Mill. (Crocus sativus All.) in Siideuropa; 

Crocus sulfureus Ker. Gawl. (Crocus susianus Gawl.) in Kleinasien; 

Crocus reticulatus Stev. (Crocus Bulbocodium Pall.) und seine Form; 

Crocus variegatus Hoppe in Siideuropa; enthalt Crocin und wird als 
Ersatz bzw. zur Verfalschung des Safrans gebraucht; 
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Crocus cancellatus Herb. App. (Crocus edulis Boiss.) in Syrien. Di: 
Zwiebeln sind eBbar. 

Die Narben des Safrans enthalten folgende Bestandteile: Crocin (frithe: 
Polychroit genannt), der Farbstoff der Narben, Pikrocrocin (Bitterstof?, 
Safranbitter), ein atherisches Ol, ein fettes Ol und 4 bis 7° Mineralstofte 
(bestehend hauptsachlich aus K,O und P,9Q;). 


Der Safranfarbstoff Crocin. 

Der gelbe Farbstoff der Safrannarben wurde zuerst wegen seine! 
Eigenschaft, mit konzentrierter Schwefelsiure verschiedene Farbungen 
zu geben, Polychroit genannts: Der Farbstoff wurde zuerst von Quadrat! 
sowie von Rochleder und L. Mayer? auf folgendem Wege isoliert: 

Die Narben wurden mit Ather von Fetten und itherischen Olen befreit, 
mit Wasser ausgekocht, und aus diesem Auszug der Farbstoff mit Blei 
acetat gefaillt. Der Bleiniederschlag wurde gewaschen und mit Schwefel 
wasserstoff zerlegt. Das Bleisulfid, welches den Farbstoff zuriickhalt, wurd: 
gewaschen und lieferte nach dem Abdunsten des Alkohols den damals fiir 
rein gehaltenen Farbstoff. Man schrieb ihm auf Grund der Elementar- 
analysen die Formel C;,HgyOx9 zu. 

Ein anderer Autor, Weiss*, gewann das Crocin, indem er Safran zuerst 
mit Ather und dann mit Wasser auszog, den wisserigen Extrakt mit Alkoho! 
versetzte, filtrierte und aus dem Filtrat den Farbstoff mit Ather _fiillte. 
Alle so erhaltenen Produkte erwiesen sich als Gemenge verschiedene1 
Korper.: 

R. Kayser‘ stellte ein weitaus reineres Crocin auf folgendem Wege her: 
Safran wurde mit Ather, dann mit Wasser ausgezogen. Den letzten Extrakt 
versetzte er mit Tierkohle, die zuvor mit Salzsiure und Alkohol behandelt 
wurde, wobei der Farbstoff beim Schiitteln von der Kohle aufgenommen 
wurde. Nach dem Filtrieren extrahierte er die farbstoffhaltige Kohle mit 
90°,igem Alkohol in der Siedehitze. Nach dem Abdunsten des Alkohols 
erhielt er eine hellgelbe, spréde Masse, welche beim Zerreiben ein rein gelbes 
Pulver lieferte. Diese Substanz war in Wasser und verdiinntem Alkohol 
leicht, in absolutem Alkohol wenig und in Ather schwer léslich; sie zeigte 
mit konzentrierter Schwefelsdure die fiir den Safranfarbstoff charakteristische 
Farbreaktion: zuerst intensive Blaufarbung, die allmahlich iiber Violett, 
Kirschrot, schlieBlich in Braun iiberging. Mit konzentrierter Salpetersaure 
zeigte sie ebenfalls den Farbumschlag von Tiefblau nach Braun. In 25°, iger 
Salzsaure léste sie sich mit bestandiger gelber Farbe. An Hand der Elementar- 
analysen wurde die von der Quadratschen Formel stark abweichende Zu- 
sammemsetzung C,,H,),0,, berechnet. 

F. Isernhagen® findet hingegen auf einem ganz anderen Wege einen 
Farbstoff, dessen Kohlenstoffgehalt mit etwa 12°, die Kayserschen Werte 
iibertrifft. Der mit Ather entfettete Safran wurde mit absolutem Alkoho! 
heiB ausgezogen, der Extrakt méglichst konzentriert und mit Barytwasse1 
in der Siedehitze versetzt ; dabei wurde ein hellgelber Niederschlag erhalten. 


1 Bernhard Quadrat, Journ. f. prakt. Chem. 56, 68, 1852. 
2 Rochleder u. L. Mayer, ebendaselbst 72, 394; 74, 1, 1858. 
3 B. Weiss, Journ. f. prakt. Chem. 101, 65, 1867. 

4 R. Kayser, B. 17, 2228, 1884. 

5 F. Isernhagen, Dissertation, Miinchen 1902. 
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Dieser wurde abfiltriert und ausgewaschen, dann in warmem Wasser 
suspendiert und durch Zusatz von verdiinnter Salzsiure die Zerlegung des 
Bariumsalzes des Farbstoffes herbeigefiihrt; der Farbstoff lieB sich aus dem 
Zersetzungsprodukt leicht in reinem Zustande gewinnen. 

Nach F. Isernhagen ist der Safranfarbstoff héchstwahrscheinlich mit 
dem Farbstoff der chinesischen Gelbschoten (Wongski) identisch. 

Wie weit die Meinungen iiber den Safranfarbstoff in der Literatur 
differieren, zeigt folgende Zusammenstellung der Elementaranalysen des 
Crocins: 


Quadrat (le e.)g- ct 54,54%,, H = 5,96%, 
Kayser (l.c.) .......C = 49,91%, H = 6,82%, 
Isernhagen (1. ¢.) C = 72,41%, H = 8,96%. 


Crocetin. 


Bei der Behandlung des Crocins mit verdiinnten Saéuren entsteht als 
eines seiner Spaltprodukte das Crocetin, welches zum Unterschied vom 
Crocin in Wasser fast unldéslich ist. LL. Mayer! gibt folgende Zusammen- 
setzung fiir das Crocetin an: 


C 64,45%, H : 7,39%, O 28,16%. 


R. Kayser* verfuhr bei der Darstellung dieses Kérpers folgendermaben : 
Bei der Behandlung des Crocins mit verdiinnten Sauren tritt unter Auf- 
hellung der Farbe allmahlich véllige Farblesigkeit ein; dabei fallt ein 
orangeroter Niederschlag aus; dieses Spaltprcedukt wird als Crocetin be- 
zeichnet. Das Crocetin ist ein hochrotes, in Wasser fast unlésliches, in Alkohol 
und Ather leicht lésliches Pulver. In verdiinnten Laugen lost sich das 
Crocetin leicht und laBt sich aus dieser Lésung mit verdiinnten Sauren wieder 
fallen. 

R. Kayser stellt auf Grund seiner Elementaranalysen 

CygH gO: Ber.: C 68,22%, H 7.69%, O 24,08%. 

Gef.: C = 67,91%, H = 7,84% 
folgendes Reaktionsschema fiir die Crocinhydrolyse auf: 
2 CygHy902, + 7 H,O — CygH yO. + 9 CygHy2 Og. 
Crocin Crocetin Crocose 
Crocinzucker 

Es ist unmdéglich, daB R. Kayser reines Crocin in Handen gehabt hat, 
und da®B seine Reaktionsprodukte (Crocetin und Crocose) in einheitlichem 
Zustand vorlagen. 

Auf Grund der angefiihrten Untersuchungen hat Decker? seine aus- 
fiihrlichen Studien iiber das Crocetin ausgefiihrt. Decker extrahiert die von 
den atherléslichen Bestandteilen befrejten Safrannarben mit Wasser und 
spaltet das in der Lésung befindliche Crocin mit verdiinnter Salzséure ; 
dabei scheidet sich das Crocetin in orangeroten Flocken ab. Nach der 
Reinigung durch Lésen in Natronlauge und Wiederausfallen mit Salzsiure 
gelang es nicht, das Crocetin in reinem kristallisiertem Zustande zu erhalten. 


*h. 6. 


- Cc. 
3 F. Decker, Chem.-Ztg. 30, 18, 705, 1906; Arch. d. Pharm. 252, 129, 
1914. 


‘ 
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Nach Decker kommt dem Crocetin die Bruttoformel C,,H,,O, zu. 
Ein Wasserstotfatom des Crocetins hat sauren Charakter; es lassen sich mit 
Alkalien und Ammoniak kristallisierte Salze darstellen. Das Crocetin sol! 
auf Grund der Bromtitration eine Kohlenstoffdoppelbindung besitzen. Die 
chromophore Gruppe ist an die Doppelbindung gebunden, da nach Aut 
hebung dieser die Farbe verschwindet. Der durch Alkali ersetzbare Wasser- 
stotf des Crocetins ist an keine Carboxylgruppe, sondern an eine Hydroxy}- 
gruppe gebunden. Decker vermutet die Anwesenheit einer Carbonylgruppe. 
trotzdem er sie durch keine typische Reaktion nachzuweisen vermochte. 
Decker widerlegt die Annahme H. Kohls', daB im Crocetin eine Kombination 
von carotinahnlichen Stoffen bzw. ein Phytosterinester héherer Fettsauren 
vorliegen kénnte und findet Beziehungen des Crocetins zur Terpenreihe. 


Die Untersuchungen von P. Karrer und H. Salomon® iiber die Safran 
farbstoffe ergaben, daB sich aus dem glucosidischen Farbstoff drei ver 
schiedene Crocetine, «-, $-, y-Crocetin, gewinnen lassen. In einer neueren 
Arbeit gelang es P. Karrer und A. Helfenstein* nachzuweisen, daB das im 
Safran gréBtenteils als Digentiobioseester vorkommende «-Crocin bei det 
alkalischen Hydrolyse in wdsseriger Losung reines «-Crocetin liefert. Bei 
Gegenwart von Methyl- bzw. Athylalkohol erfolgt Umesterung: die Produkte 
der Alkoholyse des «-Crocins sind mit den durch Methylierung bzw. Athylierung 
des «-Crocetins erhaltenen identisch. 


Die drei Crocetine werden nach P. Karrer und H. Salomon der Gruppe 
der Lipochromtarbstoffe (wie Carotin, Lycopin, Xanthophyll, Eucoxanthin 
und Bixin) bzw. der Gruppe der Chromatophortarbstoffe zugeteilt. Die 
Crocetine zeigen die fiir Carotine charakteristische Blaufairbung mit 
Schwefelsiure und haben ein den Carotinen aihnliches Absorptionsspektrum. 

Das «-Crocetin ist am stiirksten sauer und besitzt die Zusammensetzung 


COOH 


C.. HO 
22 Hag COOH’ 


Das x-Crocetin allein l4Bt im Verhalten eine entfernte Ahnlichkeit mit 
dem von Decker beschriebenen Crocetin erkennen. Es besitzt die ungefahre 
prozentische Zusammensetzung und gleiche Léslichkeitseigenschatten; es 
gibt jedoch weder ein Pyridinsalz noch ein Ammoniumsalz. Im Safran 
liegt das «-Crocetin als Dicarbonsaure in Form ihres Zuckeresters vor, und 
zwar gebunden an zwei Gentiobiosemolekile. Da die Reduktionswerte gegen 
Fehlingsche Losung nur denen zweier Mole Glucose entsprechen, schlieBen 
P. Karrer und H. Salomon daraus auf eine disaccharidische Verkettung je 
zweier Glucosemolekiile. 

Das #-Crocetin, welches das schwerléslichste Alkalisalz bildet, ist ein 
Monomethylester des «-Crocetins. Seine Zusammensetzung entspricht der 
Forme! : 

C..H.o [COOCH, 
=~ 64COOR 


' H. Kohl, Untersuchungen iiber das Carotin und seine physiologische 
Bedeutung. 

2 A. Hilger, C. 71, 576, 1900. 

3 P. Karrer u. H. Salomon, Helv. Chim. Acta 10, 397, 1927; 11, 513, 
711, 1928; 12, 985, 1929. 

* P. Karrer u. A. Helfenstein, ebendaselbst 13, 1930 (im Druck). 








zu. 
| mit 
sol] 
Die 
Aut 
sser- 
xvl- 
ppe,. 
hte. 
tion 
ren 
‘ihe 


ran 
ver 
ePTeh 
3 im 
der 
sei 
ikte 


uny 


ppe 
thin 
Die 
mit 
um. 


ung 


mit 
hre 


ran 
ind 
ven 
Ben 


r je 


ein 
der 





Pikrocrocin. 101 


Im y-Crocetin liegt der Dimethylester des «-Crocetins vor 
COOCH, 


Cr2Hes9 | COOCH,; 


es ist zur Salzbildung nicht befahigt und kann also auch kein wasserlésliches 
Clucosid liefern. 

Durch katalytische Hyvdrierung konnten Karrer und Salomon nachweisen, 
daB ,,Crocetin eine offenseitige Dicarbonsiure mit sieben D »ppelbindungen 
ist“. Aus der Farbe und aus der Absorptionskurve geht hervor, daB die 
Doppelbindungen konjugiert sind. Die Autoren geben fiir die Crocetine das 
folgende hypothetische Bild: 

HOOC—C=C—C=C—C=C—C=C—C=C—C=C-—C C-COOH|? 6 

Die restlichen drei C-Atome befinden sich vielleicht als Methy lgruppen 
an den Doppelbindungen, wie das bei vielen aihnlichen Pflanzentarbstotien 
der Fall ist. Dann kame fiirdas Molekiil des x-Crocetins folgende Formulierung 
in Frage: 

COOH HOOC 


CH=CH-—C=CH-—CH=CH-—C=CH—CH=CH—C=CH—CH=CH 
CH, CH, CH, 


Pikrocrocin (Safranbitter ). 


Der Bitterstoff des Safrans wurde zuerst von Kayser! isoliert: Bei 
langerer Extraktion trockenen Safrans treten aus der atherischen Lésung 
allméhlich kristalline Ausscheidungen auf. Nach dem Filtrieren und Zer- 
reiben werden die Niederschlage auf dem Filter fiir sich mit Ather extrahiert. 
Sie scheiden sich dann in Form farbloser Kristalle aus; die vom Ather ge- 
trennten und tiber Schwefelséure getrockneten Kristalle besitzen einen 
charakteristischen bitteren Geschmack, welcher auf der Zunge lange haften 
bleibt. In Wasser und Alkohol lésen sie sich leicht. weniger in Chloroform 
und schwer in Ather. Sie schmelzen bei 75° und reduzieren Fehlingsche 
Lésung in der Wiarme. 

Das Pikrocrocin wurde schon von Kayser als Glucosid erkannt. 

Die Elementaranalyse des von Kayser erhaltenen Pikrocroeins ergab fiir 

CsgH-gO,,- Ber.: C = 57,43%, H = 831%, O = 34,25%. 

Gef.: C 57,12%, 8,54%. 
Ge: ¢ §7,22%,, H 8,47%. 

Kayser stellte fest. daB die Spaltung des Pikrocrocins zu einem 
aitherischen Ol und zu einem Zucker (Pikrocrocinzucker identisch mit 
Crocose) fiihrt; die Spaltprodukte wurden jedoch nicht naher untersucht. 
Das Spaltungsschema steilte er wie fokgt auf: 

Cy,H e917 H,O — 3C,H,2.0, + 2 Cro Hie. 
Pikrocrocin Crocose — atherisches Ol 

Sowohl das Pikrocrocin selbst wie auch seine Spaltungsprodukte wurden 
systematisch und eingehend zuerst von E. Winterstein und J. Teleczky? 
untersucht. 


Ls. 
2 E.Winterstein u. J. Teleczh:y, Zeitschr.f. physiol. Chem. 120, 141, 1922. 
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Sie gewannen das Pikrocrocin in der folgenden Weise: Bei 50° gx 
trockneter Safran aquila wurde wihrend mehrerer Tage in Exsikkatoren 
iiber CaCl, stehengelassen, gemahlen und im Perkolator mit kaltem Athe1 
zur Entfernung von Fetten usw. extrahiert. Das so vorbehandelte Materia] 
wurde im Thérnerschen Extraktionsapparat wihrend mehrerer Tage bei 35° 
mit absolutem Ather extrahiert. Schon am zweiten Tage hatte sich eine 
hellgelbe, klebrige, partiell kristallisierte Masse abgeschieden. Der vom 
Lisungsmittel befreite Atherextraktionsriickstand wurde mit Ather 
Alkohol (1:1) durchgeknetet, vom Ungelésten filtriert und bei niedere: 
Temperatur bis zur Sirupkonsistenz eingedunstet. Beim Trocknen iiber 
Chlorcalcium schieden sich aus der sirupésen Masse makroskopische Kristalle 
aus. Nach der Filtration in einer Kohlensiureatmosphire wurde mit Alkohol 
gewaschen und das Produkt aus Wasser umkristallisiert. Winterstein und 
Teleczky erhielten fast farblose, groBe Kristalle vom Fp. 154°. Auch aus 
Chloroform-Alkohollésung konnten durch Fallung mit Ather Kristallegleichen 
Reinheitsgrades erhalten werden. 

Das Pikrocrocin bildet monokline, stark lichtbrechende, in Wasser und 
Alkohol leicht, in Chloroform und Ather sowie in Petrolather schwer lésliche 
Kristalle von bitterem Geschmack. 

Das Glucosid Pikrocrocin ist optisch aktiv. Als Drehungsvermégen 
ergab sich [a]p — 50,3°. 

Die Elementaranalysen ergaben im Mittel: 

C 56,695, H 7,63%,. 

Die Spaltung des Pikrocrocins mit Schwefelsaure auf dem Wasserbade 
verlief sehr langsam; nach 3 Stunden wurde zur Gewinnung des atherischen 
Oles ausgeithert. Besser lieB sich das aitherische Ol durch Wasserdampt- 
destillation gewinnen; die in der schwefelsauren Lésung verbliebenen Zucker 
wurden nach der Neutralisation mit Bariumhydroxyd nach Allihn bestimmt 
Im Mittel wurden so 54°, Zucker (berechnet auf d-Glucose) gefunden. 


Das dtherische Ol aus Safran. 


Bei seinen Arbeiten iiber den Safranfarbstoff beobachtete = schon 
Quadrat einen fliichtigen, neutralreagierenden Koérper von eigentiimlichem 
Geruch; da es sich nach seiner Meinung um eine Beimengung handelte, 
schenkte er ihm kein weiteres Interesse. 

Weiss! beschrieb ebenfalls ein aromatisch riechendes Ol vom Kp. 208 
bis 210° und einer Elementarzusammensetzung 

C 80,4°, und H 9,5% 
entsprechend der Formel C,,H,,0,; er vermutete in diesem Ol ein Spaltungs- 
produkt des Crocins. 

Schiiler® gewann auf dem gleichen Wege ein bei 209° siedendes, optisch 
inaktives, sauer reagierendes Ol vom spezifischen Gewicht 0,8947 bei 18°. 
Schiiler glaubte auf Grund einiger Reaktionen, daB es sich um Pinen und 
Cineol handle. 

Diese experimentell schwach bewiesenen Vermutungen wurden durch 
die Untersuchungen von EH. Winterstein und Teleczky widerlegt. 


1 le. 
2 O. Schiiler, Dissertation, Miinchen 1898. 
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Winterstein und Teleczky gewannen das itherische Ol durch Wasser- 
dampfdestillation einer 1° igen schwefelsauren Lésung von 5 bis 10g 
Pikrocrocin. Die Destillation war nach etwa einer Stunde beendigt. Aus 
dem milchig getriibten wisserigen Destillat, auf dem sich eine Schicht des 
itherischen Oles befand, wurde dieser Kérper durch Ausiithern gewonnen. 
Aus der getrockneten atherischen Lésung wurde eine 45 bis 50°, vom 
Gewicht des angewandten Pikrocrocins betragende Menge eines hellgelben, 
beweglichen Oles gewonnen, das die Augen reizte und gegen Lackmus 
sauer reagierte. Bei der Destillation ging es zwischen 185 bis 205° tiber. 
Das nur noch schwach gelbe Destillat war optisch inaktiv, vom spezifischen 
Gewicht 0.9785 bei 17° (nach Schiiler 0,8947). 

Zur Entfernung der sauren Bestandteile wurde das Ol in atherischer 
Lésung mit Soda gewaschen. Aus der wisserigen Schicht konnte durch 
Ansiuern und Ausathern eine nicht naher untersuchte Saure isoliert werden. 
Die genannten Autoren vermuten in diesem Koérper ein sekundiir gebildetes 
Oxydationsprodukt. Das gereinigte atherische Ol war unléslich in Natron- 
lauge und enthielt demnach keine phenolische Hydroxylgruppe. 

Die Vorpriifungen ergaben dann, da das aitherische Ol eine Carbonyl- 
gruppe enthalt, und es gelang, ein gut kristallisiertes Semicarbazon dar- 
zustellen. 

Das Semicarbazon bestand aus fast farblosen Nadeln mit leichter 
Tinktion nach Gelb; Fp. des aus Methylalkohol umkristallisierten Semi- 
carbazons 162 bis 163°. Aus diesem Semicarbazon konnte das atherische 
Ol in einer Menge von 86°, des Ausgangsmaterials isoliert werden. Als 
spezifisches Gewicht des so gereinigten Oles fanden Winterstein und Tele czky 
0,9847 bei 17° und als Brechungsindex 1.5259 (17°). Das Ol war optisch 
inaktiv. 

Die Analyse ergab folgende Werte: 

C 76,39%, H = 882%, O daraus = 14,79%. 


Da die aus diesen Zahlen berechnete Bruttoformel Cj9 Hy3.701.4 ver- 
muten lieB, daB die Substanz noch nicht analysenrein war, wurde sie im 
Vakuum fraktioniert destilliert; dabei ging die Hauptmenge bei 93° und 
14mm konstant iiber. Die Analyse dieses Oles lieferte bessere Werte, 

C,,H,,O. Ber.: C 79,92%, H 9,41°,, Odaraus =, 10,05°,. 

Gef.: C 79,06°,, H 9,25°,, O daraus 11,69%. 

Zur Kontrolle wurde auch das Semicarbazon des so gereinigten Oles 
analysiert; die Kohlenstoffwasserstoffbestimmungen stimmten gut auf 
Cy) Hy, ON3. 

Die Ermittlung der physikalischen Konstanten der analysenreinen 
Substanz ergab: 

. 

Dichte bei 17° = 0,985, [a]p = 0°, np = 1,5240. Die Dispersion 
np — neo 0,022 83. 

Ob das Ol Aldehyd- oder Ketoncharakter besitzt, bildete den Gegen- 
stand der weiteren Untersuchung. 


Die typischen Aldehydreaktionen, Oxydation zur Siure, Reduktion 
ammoniakalischer Silbersalzlésung, Reduktion Fehlingscher Lésung, sowie 
die Farbreaktionen mit Diazobenzolsulfosiure und mit fuchsinschwefliger 
Saure, verliefen negativ. Im atherischen O] aus Pikrocrocin liegt also héchst- 
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wahrscheinlich ein Keton vor. Zur Ermittlung seiner Konstitution wurde dis 


Molekularrefraktion bestimmt (nach der Formel von Lorenz-Lorent: 


R= n?— 1 4% 
~ nt+2 D/’ 
sie ergab sich zu 46,58 (fiir np 1,524, M 150, D 0,985). 


Der aus den Atomretraktionen berechnete Wert fiir ein zyklisch 
hydriertes Keton wie Carvon betragt 45,68, fiir ein olefinisches Keton mit 
drei Kohlenstoffdoppelbindungen 47,18. Der experimentell ermittelte Wert 
liegt also zwischen den beiden, und zwar auBerhalb der zulassigen Fehler- 
grenzen nach beiden Seiten. 

Ahnliche Anomalien (Abweichungen von der Lorenz- und Lorentzschen 
Formel) von den gefundenen Werten sind bei zyklischen Ketonen schon 
hautfig beobachtet worden und werden von Winterstein und Teleczky zitiert. 

Finen tieferen Einblick in die Konstitution dieses Oles gewannen 
Winterstein und Teleczky nicht. Nach ihren Untersuchungen handelt es 
sich um ein der Terpenreihe zugehériges Keton der Bruttoformel C,,H,,0. 

Interessant ist die schon von Winterstein und Teleczky erwahnte aut- 
fallige Chereinstimmung simtlicher Daten des Safranketons mit denen des 
Eucarvons: 


; ._-C Hy 
H( So H, 
| 
aC (Ca, Bruttoformel Cy H,,40. 
Kp. bei 12 mm = 85—87°, 
HC C—O Dy. = 0,949. 
Cc np = 1,5092. 
| 
CH, 
Kucarvon 


Die Molekularrefraktion laBt sich aus diesen Angaben zu 46,72 be- 
rechnen, wobei experimentell nach Lorenz-Lorentz dem Eucarvon der gleiche 
Wert wie dem Safranketon zukommt; sie weist also fast dieselbe Anomalie 
auf wie jenes. Es ist jedoch unwahrscheinlich, daB im Safrané! diese Ver- 
bindung als solche vorlag, da bisher in der Natur Korper dieser Konstitution 
nicht gefunden wurden. 


Die Zucker des Pikrocrocins. 

Alle bisher erwaihnten Autoren erkannten die glucosidische Natur des 
Crocins und des Pikrocrocins. 

Schunck und Marchlewski! beschrieben schon den von Kayser ent- 
deckten Pikrocrocinzucker. Sie gewannen aus dem Pikrocrocin durch 
Saurehydrolyse den Zucker und aus ihm ein bei 205° schmelzendes Osazon. 
Kastner*® untersuchte ebenfalls den Pikrocrocinzucker und vermutete auf 
Grund der starken Rechtsdrehung d-Glucose. Wainterstein und Teleczky 
fiihrten Versuche aus ohne definitives Ergebnis. 

Die bei der sauren Pikrocrocinhydrolyse erhaltene Lésung wurde mit 
Bariumhydroxyd neutralisiert, vom Bariumsulfat abfiltriert und bis zur 





1 BE. Schunck u. L. Marchlewski, Ann. d. Chem. 278, 357, 1894. 
2 J. Kastner, Zeitschr. f. Zuckerindustrie in Boéhmen 26, 538, 1902; 
Chem. Centralbl. 1902, II, 383. 
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Sirupkonstistenz eingedampft. Der erhaltene Sirup wurde mit Alkohol 
extrahiert. Nach dem Vertreiben des Lésungsmittels resultierten keine 
Kristalle, sondern eine harte sirupése Masse. In dieser konnten weder 
Mannose, noch Pentosen nachgewiesen werden; dagegen lieB sich, in Uber- 
einstimmung mit den Ergebnissen von Schunck und Marchlewski Glucose 
oder Fructose durch ein bei 205° schmelzendes Osazon nachweisen. Die 
Darstellung eines Methylphenylhydrazons vom Fp. 238° und Methy!l- 
phenylosazons vom Fp. 150° gestattet keine bindenden Schliisse.  Polari- 
sationsversuche ergaben einen Drehungswert von 7,5°; daraus ergibt 
sich ein Gehalt von 81,7°, d-Glucose und 13,3°, d-Fructose. Aut 4 Mole 
d-Glucose wiirde demnach | Mol d-Fructose kommen. Die Tatsache, daB 
der Safran an und fiir sich schon Rohrzucker enthalt, mahnt jedoch zur 
Vorsicht bei SchluBfolgerungen; es ware ja nicht ausgeschlossen, dai die 
isolierte unreine Zuckermasse Fructose nur als mechanische Verunreinigung 
(Beimengung) enthalt. 

Auch Emil Fischer! beschattigte sich bei seinen ausgedehnten Unter- 
suchungen in der Zuckerreihe mit den Zuckern des Nafrans, mit der Crocose. 
Er stellte Crocose aus Pikrocrocin und aus Crocin her und machte ihre 
Identitat mit Glucose oder Fructose wahrscheinlich. Er erhielt ein Osazon 
vom Fp. 205°. B. Pfyl und W. Scheitz? haben unter den Bestandteilen 
der Gluecoside des Safrans Fructose vermutet. Sie konnten die Glucose 
unter den glucosidischen Spaltprodukten als wohldetiniertes Glucose- 
B-Naphthylhydrazon vom Fp. 178° nachweisen. AuBerdem wiesen sie in 
dem absolut alkoholischen Extrakt einen freien Zucker nach, welcher kein 
p-Naphthylhydrazon gab, wohl aber ein Osazon, welches der Glucose oder 
Fructose entsprach (Fp. 204°). Auch aus dem Petrolaither-Chlorotorm- 
extrakt erhielten Pfyl und Scheitz einen Zucker, in dem d-Fructose vermutet 
wurde. 

Verschiedene Bestandteile des Safrans. 

Schiiler hat Fettsiuren in Form ihrer Bariumsalze isoliert und nach- 
gewiesen: Der Petrolatherauszug der Safrannarben wurde eingeengt und mit 
Wasserdampf von itherischen Olen befreit. Der Riieckstand wurde vom 
Farbstoff mit Alkohol und Tierkohle gereinigt und heiB filtriert. Aus dem 
Filtrat schieden sich kleine Mengen eines wachsartigen Kérpers aus, der 
aber erst auf Zusatz von etwas Wasser vollstandig austiel. Dieses Wachs 
wurde wegen seiner geringen Menge nicht naher untersucht. 

Die Untersuchung der hydrolysierten Fette ergab die Anwesenheit von 
Elaidinsiure, Laurinsiure, Palmitinsiure, Stearinsiure, Glycerin und einem 
kristallisierten, acetonléslichen Kohlenwasserstoff vom Fp. 71°, dessen 
Analysen im Mittel 84,94°, C und 14,84°, H ergaben. Dieser Kohlen- 
wasserstotf, welcher der Fettreihe zugehéren soll, wurde ebenfalls von 
Schiiler bei der alkalischen Verseitung des Safrantarbstoffes aus dem atheri- 
schen Auszug erhalten. 

Experimenteller Teil. 

E. Winterstein und J. Teleczky® ver6ffentlichten im Jahre 1922 in 
einer Arbeit: ,,Uber die Bestandteile des Safrans. Erste Mitteilung. 
Uber das Pikrocrocin“ die Ergebnisse ihrer Untersuchung iiber den 


1 E. Fischer, B. 21, 988, 1888. 
2 B. Pfyl u. W. Scheitz, Chem.-Ztg. 30, 299, 1906. 
3 lie. 
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Safranbitterstoff Pikrocrocin. Die Autoren gewannen das Pikrocrocin 
aus bei 50° und dann iiber Chlorcalcium getrocknetem Safran aquila 
(Crocus sativus Lé.) durch kalte Perkolation mit Ather zur Entfernung 
von Fetten, Phosphatiden und Cholesterinestern und warme Ather- 
extraktion in Form eines partiell kristallisierten, schwach gelben 
sirupésen Riickstandes; einige Kristalle wurden ausgesucht und dienten 
zum Impfen. Das in reinem Wasser geléste und filtrierte Produkt wurde 
vorsichtig bei niederer Temperatur bis zur Sirupkonsistenz konzentriert 
und mit einigen Kristallen geimpft ; so gelang es den Autoren, den Sirup 
zum groBen Teil zu kristallisieren. Durch Waschen des Kristallbreies 
mit verdiinntem Alkohol in einer Kohlensiureatmosphare wurde die 
Mutterlauge entfernt. Durch nochmaliges Umkristallisieren aus Wasser 
oder durch Lésen des Rohpikrocrocins in der zehnfachen Menge siedenden 
Chloroforms, Zutropfen von Alkohol bis zur vollstaindigen Lésung, 
Abkiihlen und Zusatz von absolutem Ather bis zur Triibung der Lésung, 
gelang es FE. Winterstein und J. Teleczky, in einer Ausbeute von 3,6°,, 
(berechnet auf 1 kg Safran) das Pikrocrocin zum ersten Male in reinem 
Zustande zu gewinnen. 

Das Pikrocrocin erwies sich als Glucosid, das mit verdiinnten 
Laugen oder Saéuren 54°, Zucker (vielleicht ein Gemisch von 81,7 °,, 
d-Glucose und 18,3 °,, d-Fructose) und 53°, (49,8 bzw. 46,2°,) eines 
intensiv nach Safran riechenden atherischen Oles liefert. 

Schmelzpunkt des analysenreinen Pikrocrocins 154 bis 155°C; 
als Mittelwert zweier Elementaranalysen ergab = sich: 56,62°,, C, 
7,63°,, H und 35,75°, O. ,,Dem Pikrocrocin sollte, wenn es nur aus 
Hexosen und dem Keton bestiande, die Formel C,,H,,0, zukommen”, 
indessen sind die Analysenergebnisse damit nicht in Ubereinstimmung. 
Das atherische Ol aus Pikrocrocin gab ein bei 162 bis 163° C schmelzendes 
Semicarbazon, fiir das auf Grund der Kohlenstoffwasserstoffanalysen 
die Formel C,,H,,;ON, autgestellt wurde. Dem Keton selbst kommt 
die Formel C,)H,,0 zu. 

Im experimentellen Teil unserer Arbeit wurden zunachst von 
E. Winterstein und J. Teleczky iiberlassene Praparate gereinigt und 
analysiert. Bei in praparativem Mafstabe unter besonderen Vorsichts- 
maBregeln ausgefiihrten Saurehydrolysen des Pikrocrocins wurde 
untersucht, ob Kohlendioxyd als hydrolytisches Spaltstiick auftritt, 
wie das bei einer etwa nach Art der Ketonspaltung eines /}-Ketocarbon- 
siureesters verlaufenden Hydrolyse zu erwarten gewesen wire. Die 
vorliegende Untersuchung ergab (quantitativ) das Fehlen der Kohlen- 
siure und (qualitativ) die Gegenwart von Formaldehyd unter den 
Spaltstiicken des Pikrocrocins. 

Aus den von E. Winterstein und J. Teleczky iibernommenen 
Praparaten des atherischen Oles aus Safran und Pikrocrocin (verwendet 
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wurden die Priparate I und III) konnte kein kristallisiertes Semi- 
carbazon erhalten werden. Es resultierten stets amorphe Kérper in 
minimalen Mengen. 

Aus einem orangegelben, deutlichen Safrangeruch zeigenden 
Semicarbazon (Winterstein und Teleczky) erhielten wir auch nach 
fiinfmaliger Kristallisation aus siedendem wisserigem Methylalkohol 
(1: 1) keinen kristallisierten Korper. 

Der Reinheitsgrad der von FE. Winterstein und J. Teleczky iiber- 
nommenen Praparate wurde durch Bestimmung des Brechungsindizes 
kontrolliert. Zur Messung diente ein modernes Refraktometer nach 
Zeiss-Abbe. In der nachfolgenden Tabelle haben wir die Bezeichnungen 
von E. Winterstein und J. Teleczky aufgefiihrt, daneben die von uns 
gefundenen sowie die von EL. Winterstein und J. Teleczky fiir das reine 
Terpen angegebenen Werte fiir » wiedergegeben. Unter 4 finden sich 
die Abweichungen vom Brechungsindex des reinen Koérpers. 





. (Lages- n gelunde 
— Priiparat . oon i... A 
gefunden und Teleczky) 
I »lerpen rein aus Safran“. . . 1.5226 1,5240 — 0.0014 
II »Terpen roh aus Safran“ .. . 1,50 1,5240 — 0,02 
III »Terpen roh aus Pikrocrocin“ . 1,5259 1,5240 + 0,0010 
IV . ae M 1,3962 1,5249 - 0,1278 


In einem Mikrodestillationskolben nach F. Ebel und R. Firmenich 
mit angeschmolzenen, verkippbaren Vorlagen wurden die dunkelbraun 
gefarbten Praparate I und III (vgl. vorstehende Tabelle) im Vakuum 
einer guten Wasserstrahlpumpe (p = 11 mm Hg) fraktioniert destilliert : 


1. Fraktion. 


Temperatur (innen) unkorr.. . . . . 66 83 62°C 
Temperatur (Wasserbad) unkorr. . . 93 98 98° C 


2. Fraktion. 


Temperatur (innen) unkorr.. . . . 66 121 118 I11 112 121 127°¢ 
Temperatur (Olbad) unkorr.. . . . 145 192 211 212 222 232 253°C 


Winterstein und Teleczky geben als Siedepunkt fiir das reine 
aitherische O1 93°C bei 14mm Hg an. Das Praparat muB sich also 
beim jahrelangen Stehen zersetzt bzw. polymerisiert haben. Eine 
Polymerisation im Sinne von D. Vorldnder ist ja bei dem vorliegenden 
Campher experimentell méglich, z. B.: 


>C = 0+ H,C-—» C = C+ H,O, 
| | 


| 
und sie wiirde das Zustandekommen der hochsiedenden Fraktion 2 


erklaren. 
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Eigenschaften. Die erste Fraktion bildet eine kanariengelbe, leicht 
bewegliche Flissigkeit, die sich an der Luft nach kurzer Zeit nicht 
verandert; sie zeigt starken typischen Camphergeruch und _ unter- 
geordnet den charakteristischen Geruch des rohen Safranéles. Gegen 
Kongo- und Lackmuspapier sowie gegen Kaliumjodidjodatstairkepapier 
reagiert die Fliissigkeit sauer. 

Fraktion 2 stellt eine viskose, schwer bewegliche, goldgelbe 
Fliissigkeit dar. 

Die gesamte, im vorigen Versuch gewonnene erste Fraktion des 
iitherischen Oles (250 mg) wurde mit einer in der Kilte bereiteten und 
filtrierten Lésung von 250mg Semicarbazidhydrochlorid (C. A. F. 
Kahlbaum) und 310 mg Natriumacetat versetzt. Es wurde so lange zu 
dem Gemisch 96°.iger Alkohol zugetropft, bis nur noch eine fliissige 
Phase vorhanden war. 

Nach zweistiindigem Stehen hatte sich das Semicarbazon in stark 
lichtbrechenden, silberglinzenden Blattchen abgeschieden. Ausbeute: 
210 mg = 50°, der Theorie. 

Die erste Kristallisation (130mg) zeigte einen Schmelzpunkt 
von 165°C (unkorr.), die zweite Kristallisation (80 mg) einen solchen 
von 151°C (unkorr.). 

Das von E. Winterstein und J. Teleczky iibernommene Praparat 
war braungelb und schmolz bei 89°C (unkorr.); es war also weit- 
gehend zersetzt. 

Bei dem Versuch, aus den Mutterlaugen noch weitere Mengen des 
Semicarbazons zu erhalten, konnten keine kristallisierten K6érper ge- 
wonnen werden ; auf die nihere Untersuchung eines hartnickig amorphen 
Niederschlags wurde verzichtet. 

130 mg des Semicarbazons der ersten Kristallisation wurden einmal 
aus 50°, igem Methylalkohol umkristallisiert: Fp. 168°C (unkorr.). 

Nach EE. Winterstein und J. Teleczky ergibt sich auf Grund 
ihrer Kohlenstoffwasserstoffanalysen fiir den Safranriechstoff die 
Formel C,,H,,0; das atherische 61 ist also ein Campher, dessen 
Semicarbazon die Formel C,,H,;N,0 zukommt. Unsere Mikro- 
analysen! ergaben: 


II. 2,481 mg Semicarbazon gaben 0,448cem N (korr.), 24°, 731mm Hg. 


I. 2,576 mg Semicarbazon gaben 0,458 ecm N (korr.), 23°, 731mm Hg. 
‘31 HyZONS. Ber.: N 20,29%, gef.: N 19.96%. 


) 
C,,HyON;. Ber.: N 20,29%, gef.: N 19,73%. 
( 


Léslichkeit des Pikrocrocins. 
Verwendet wurde ein von Prof. Dr. P. Karrer entgegenkommend 
zur Verfiigung gestelltes Praparat, das durch Atherextraktion aus Safran 


1 Nach F. Pregl 
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(Crocus sativus Lé) gewonnen wurde. Das ,,Rohpikrocrocin A‘ 
war ein amorphes, hellgelbes Pulver. 





Loslichkeit 


Nr Lésungsmittel Bemerkungen 
in der Kalte in der Siedehitze 

i 0 es ee leicht loslich leicht loslich 

2 Methylalkohol ... . is a . 

3 Athylalkohol . . : - . . " 

4 n-Butylalkohol . . eh . i " 

5 <Aceton .. , . R ‘ Aus Acetonlosg 


6 Wasseriges Aceton (1:1) amorph fallbar 
mit Ather und 


( Pyridin, puriss. . 


8 Essigester, puriss. . . . unloslich loslich a 
9 Chloroform, puriss. . . . sehr schwer losl. sehr schwer lésl.  Beitropfenweis 
es cS ss © a . * 7 ~ = = Athanolzusatz 
11 || Petrolither. ...... unldslich unléslich lislieh 


Mit keinem der angewandten Loésungsmittel gelang eine Um- 
kristallisation des Pikrocrocins in befriedigender Ausbeute; deshalb 
wurde das ,,Rohpikrocrocin K‘ auf atherisches Ol verarbeitet. 


Sdurehydrolyse des ,,Rohpikrocrocins K*‘. 



































. 
= : 
6 yi 
$4 
5 on =p a 
2 im 7 y 3 ay 
\ oy 
3 oF 
H 7 
rt “ay v 
\ < 
tl ‘ as = > 
‘+ — - ~ > 
SkOS\ 70 
7 A was 
* nk 
| | 9 org 
} ; 
\j N> ky... > Sy 
a 
-. 
Abb. 1. 


Modifizierte Apparatur zur Siiurehydrolyse des Pikrocrocins 
Dampfentwicklungskolben aus Kupfer mit Steigrohr. 2. Wassersack fiir Kondenswasser 


B 
3. Dreiweghahn. 4. Reaktionskolben im Wasserbad. 5. Tropfenfiinger. 6. Liebigkiihlet 
7. Wassergekiihlte Vorlage mit verdiinnter Schwefelsiure. 8. Vorlage mit normaler Baryt- 
lauge. 9. Chlorcaleiumrohr 
Bei spiiteren Versuchen wurde diese Apparatur in folgender Weise modifiziert 
8. Chlorealciumtrockenturm. 9. Kaliapparat. 10, Chlorealeiumrohr. 
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Methodik. Nachdem der Dampfentwicklungskolben (1) mit vorhe: 
ausgekochtem Wasser beschickt und zum Sieden erhitzt ist, wird der 
Dreiweghahn so gestellt, dafs vorher mit Kalilauge gewaschener, eine: 
Bombe entnommener Stickstoff standig durch die Apparatur streicht 
andererseits wird die im Teil links vom Dreiweghahn befindliche Kohlen 
siure durch den Wasserdampf waihrend 10 Minuten in die Luft trans- 
portiert. Wahrend dieser Zeit wurde das Wasserbad mit dem vor Ver- 
suchsbeginn mit 7,89 g Rohpikrocrocin K und etwa 30 ccm 2 n-Schwefel- 
siure beschickten Reaktionskolben (4) zum Sieden erhitzt. Durch 
Umstellung des Dreiweghahnes wird bewirkt, daB ein Gemisch von 
Stickstoff und Wasserdampf durch die kohlensdurefreie Apparatur 
streicht. 

Bis dahin wurde keine Triibung der mit Barytlauge beschickten 
Vorlage (8) beobachtet. Erst nachdem sich die ersten Tropfen des Ketons 
in der Vorlage (7) angesammelt hatten, trat Triibung der Barytlauge 
durch Bariumecarbonat auf. Die Destillation wurde so lange fortgesetzt, 
bis sich etwa 200 ccm Wasser in der Vorlage (7) angesammelt hatten: 
auf dem Wasser schwamm eine gelbe Schicht des atherischen Oles. 

Leider stieg zuletzt etwas Bariumhydroxyd von Vorlage (8) in 
Vorlage (7) zuriick, so dab die Riicktitration der Barytlauge nicht 
durchgefiihrt werden konnte. 


Quantitative Bestimmung der bei der Pikrocrocinhydrol yse 
gebildeten Kohlensdure. 

Zur Titration des auf dem Filter ausgewaschenen und in kohlen- 
siurefreiem Wasser suspendierten Bariumcarbonatniederschlages der 
Vorlage (8) in der Siedehitze mit Phenolphthalein als Indikator wurden 
verbraucht: 

25,57 ecm n/10 Salzsiure, das entspricht 0,0562 g Kohlenséure; 1 Mol! 


Pikrocrocin C,,;H.,O, (Mol.-Gew. 356) sollte bei Abspaltung von 1 Mol CO, 


44 g Kohlendioxyd ergeben; 7,89 g Pikrocrocin sollten 0,975 g CO, 100%, 
theoretische Ausbeute ergeben. 
7,89 g Pikrocrocin ergaben aber 0,0562 g CO, = 5,8°, der Theorie. 


Gewinnung des dtherischen Ols aus dem Wasserdampfdestillat. 


Das gewonnene Destillat wurde erschépfend ausgeithert und die 
hellgelbe, atherische Lésung wahrend 24 Stunden iiber gegliihtem 
Natriumsulfat getrocknet ; alsdann wurde unter standigem Feuchtigkeits- 
ausschluB die filtrierte Lésung unter Durchleiten eines trockenen 
Stickstoffstromes vom Ather befreit. 

Ausheute. 7,89g .,.Rohpikrocrocin K* (Cy,;H Os 356) ergaben 
2,85 g atherisches Ol (C,y>H,,O = 150), also 86°, der Theorie. 


Eigenschaften. Das so gewonnene rohe itherische ©] war eine 
hellgelbe, leicht bewegliche Flissigkeit, die sowohl Safran- wie Campher- 
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geruch zeigte. Die Fliissigkeit enthielt kleine Mengen eines farblosen 
kristallisierten Kérpers; sie war also nicht homogen. Deshalb wurde die 
Substanz im Mikrofraktionierkélbchen (nach Ebel und Firmenich) 
destilliert, wobei ein klares Destillat tiberging, wahrend im Kolben 
ziemlich viel eines braunen harten Harzes zuriickblieb, 

Beim Uberfiihren des vom Ather durch Abblasen mit Stickstoff 
befreiten atherischen Ols in den Destillationsapparat hinterblieb im 
Erlenmeyer noch ein wenig des atherischen Ols. Dieses wurde in Ather 
gelést: Beim Versetzen mit absolutem Alkohol schied sich eine kleine 
Menge eines weiben Niederschlages aus, der nicht naiher identifiziert 
werden konnte. 


Bestimmung des Kohlensdureleerwertes der Apparatur 
zur Sdurehydrolyse des Pikrocrocins. 

Apparat. Die oben beschriebene Apparatur (vgl. Abbildung) wurde 
zur gravimetrischen Bestimmung der Kohlensdiure abgedndert: An 
Stelle der Vorlage mit normaler Barytlauge wurde ein Chlorcalcium- 
trockenturm (8) und anschlieBend ein Kaliapparat (9), wie er zur Makro- 
elementaranalyse dient, mit angeschliffenem Chlorcalciumrohr (10) 
verwendet. 

Ausfiihrung der Bestimmung. Unter Einhaltung der oben naher 
beschriebenen Methodik wurde nach dem Verdrangen der Luft aus der 
Apparatur mittels kohlensaurefreiem Stickstoff der mit heibem aus- 
gekochtem Wasser beschickte Dampfentwickler in Tatigkeit gesetzt. 
Bestimmt wurde die mit der iiberdestillierten Wassermenge (Kondens- 
wasser) iibergegangene Kohlensaure. 

Die gut gekiihlte Vorlage war vor Versuchsbeginn mit 30 ccm 
2 n-Schwefelsiure beschickt worden, um eine Kohlensaureabsorption 
zu verhiiten. ; 





I II 
Kaliapparat nach Versuch .... . 56,0861 ¢ 56,2876 g 
” vor » ae ca ve 55,9756 g 56,0621 g 
Se ee a 0,1105 g 0,2255 ¢ 
ee ee 110 g 190 g 
Mit 100g Wasser gingen iiber. . . 0,10 ¢ 012g CO, 


Als Leerwert sind also 0,11°, CO,, berechnet auf die tiberdestillierte 
Wassermenge, in Abzug zu bringen. 


Extraktion von spanischem Safran mit Ather. 


250 g spanischer Safran wurden mit je 200ccm Ather auf der 
Schiittelmaschine bei 25 bis 27° C fiinfmal extrahiert. Die vereinigten 
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iiber Chlorcalcium § getrockneten Atherausziige ergaben nach dem 
Abdestillieren des Athers 4 g (hochvakuumtrockenes) ,,Rohpikrocrocin 
L* 1,6°,, Ausbeute (berechnet auf Safran). 


Reduktion der Ketogruppe des Safrancamphers 
nach Clemmensen-Schliiter?. 

2g amalgamiertes Zinkgrie}B wurden in einem Rundkolben mit 
aufgeschliffenem RiickfluBkiihler mit einer Lésung von 0,77 g des oben 
gewonnenen atherischen Ols in 20 cem 99,8°,,igem Alkohol versetzt. 
Beim Lésen des Ols in Alkohol trat leichte Triibung auf. Das Gemisch 
wurde auf einem Asbestdrahtnetz in lebhaftem Sieden gehalten und 
gleichzeitig waihrend 12'., Stunden ein lebhafter Salzsiuregasstrom 
aus einem Kippapparat eingeleitet. Nach einiger Zeit trat eine rétliche 
Farbung des Gemisches auf, die bis zur Beendigung des Versuches 
bestehen blieb. 

Durch Einstellen des Kolbens in ein siedendes Wasserbad wurde 
die iiberschiissige Salzsiure entfernt, und dann das gebildete Reaktions- 
produkt mit Wasserdampf abgeblasen. Neben einer klebrigen, harzigen, 
braunlich gefarbten Masse blieben in dem Kolben einige Quecksilber- 
kiigelchen zuriick, wahrend sich iiber dem in der Vorlage kondensierten 
Wasser ein dunkelgelbes Ol abgeschieden hatte, das nicht mehr den 
typischen Geruch des Safrans erkennen lieB. Das Ol wurde durch 
Ausithern gewonnen, und die atherische Lésung iiber gegliihtem 
Natriumsulfat wahrend 24 Stunden getrocknet. 

Die atherische Lésung des Oles wurde sukzessive in ein Mikro- 
fraktionierkélbchen nach Ebel iibergefiihrt, und nach dem Vertreiben 
des Lésungsmittels im Vakuum der Wasserstrahlpumpe das zuriick- 
gebliebene Ol einer Hochvakuumdestillation in einer Stickstoffatmos- 
phire unterworfen. Uber den Verlauf der Destillation gibt folgende 
Tabelle Auskunft : 





I. Fraktion IT. Fraktion 


I Roig a) a a Ad erg gt te Ge 16 0,054 0,096 0,060 
Temperatur innen (unkorrigiert) . . 46 58 129 160°C 
m auben . ws 92 126 227 320°C 


Trotz Anwendung eines Hochvakuums und AusschluB von Luft 
konnte starke Verharzung nicht vermieden werden. Die I. Fraktion 
war eine maBig viskose farblose Fliissigkeit: die I]. Fraktion war gelb 
und stirker viskos. Die Ausbeuten waren minimal. Die erhaltenen 
Produkte wurden im Stickstoffstrom in den Vorlagen abgeschmolzen. 


1 E.Clemmensen, B. 46, 1837, 1913; 47, 51 und 681, 1914; O. Schiiler, 
Org.-Anal. Dipl.-Arbeit E. T. H. Ziirich 1927. 
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Katalytische Hydrierung des Safrancamphers 


0,9896 g des durch Hydrolyse des Pikrocrocins gewonnenen und 
durch Destillation gereinigten atherischen Oles wurden in 30 cem 
absolutem Alkohol gelést und in Gegenwart von 50,289 mg Platinoxyd 
hydriert, wobei als Sperrflissigkeit Wasser verwendet wurde. Aus der 
Tabelle ist der Hydrierungsverlauf ersichtlich: 








p = 727mm Pp 760 mm p 727 mm p 760 mm 
Min. t= 20°C ¢= OC Min. t = 200( t= 0c 
ecm Hy eem He» ecm Hy cem Hy 
0 0 0 235 140 122 
50 20 17 350 140 122 
65 30 26 1170 210 183 
8) 40 35 1470 210 183 
170 120 104 


Bemerkungen. Bei 760mm und 0° C verbrauchen: 

0,9896 g Cy)H,,O (Mol.-Gew. = 150,11). . . . . . 148eem H, 
0,050289 g PtO, (Mol.-Gew.= 227,2). ...... 65, H, 
Berechnet fiir eine Doppelbindung. . ..... . 153 ,, Hg, 


Die verbrauchte Menge Wasserstoff, 183 cem (reduz.), entspricht 
etwa einer Doppelbindung. 


Gewinnung und Reinigung des Hydrierungsproduktes. Die alkoholi- 
sche Lésung wurde zur Entfernung des Platins filtriert und in einem 
Scheidetrichter mit Ather versetzt. Nachdem der Alkohol durch 
Waschen des Gemischs mit Wasser vollstandig entfernt war, wurde die 
wahrend 24 Stunden iiber gegliihtem Natriumsulfat getrocknete atheri- 
sche Lésung sukzessive in ein EKbelsches Mikrofraktionierkélbchen 
iibergefiihrt. Nach dem Verjagen des Lésungsmittels wurde das ge- 
wonnene, fast farb- und geruchlose Ol in einer Stickstoffatmosphiire 
im Hochvakuum fraktioniert. 





I. Fraktion Il. Fraktion 

RU i a se ee oe es Se 0,25 0,33 0,23 0,23 
Temperatur innen (unkorrigiert) . ... . 60 65 66 T° C 
= auBen * a. sa 100 137 140 190°C 


Die I. Fraktion ergab 198 mg eines farb- und geruchlosen Oles; 
die II. Fraktion 70 mg eines fast geruchlosen, leicht gelbgefarbten 
viskosen Oles. Die erhaltenen Produkte wurden im Stickstoffstrom in 
den Vorlagen abgeschmolzen. Im _ Destillationskolben verblieb ein 
harziger Riickstand. 


Biochemische Zeitschrift Band 226. g 
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Fraktionierung des ,,Terpens roh aus Safran‘ I]. 

Das von E. Winterstein und J. Teleczky itibernommene Terpen II 
(vgl. Tabelle der Brechungsindizes) vom Brechungsindex 1,50 wurde 
in einer Stickstoffatmosphare im Lbelschen Mikrodestillationskolben 
traktioniert : 





I. Fraktion Il. Fraktion 
Mme. ww we we te ew oo | OOM OOM O06 | 0,055 . 6018 
Temperatur innen (unkorrigiert). . . . 44 68 88 109 184°C 
es auben 2 bier 98 123 152 119 204°( 


Ein groBer Teil des Materials verharzte. Die I. Fraktion war 
kanariengelb, die II. goldgelb. Beide Produkte wurden in der Stickstoff- 
atmosphare in den Vorlagen abgeschmolzen. 


Fraktionierung des ,,Terpens roh aus Pikrocrocin’' IV. 

Der niedrige Brechungsindex n = 1,3962 (vgl. Tabelleder Brechungs- 
indizes) dieses von EL. Winterstein und J. Teleczky iibernommenen 
Priparates lieB darauf schlieBen, dab es sich um ein stark verdiinntes 
Produkt handelt. Zur Entfernung des Lésungsmittels wurde das 
Praiparat zunachst bei 12mm im Pumpenvakuum abgesaugt, dann 
wurde das Vakuum einer Vollmer-Langmuir-Pumpe angeschlossen, 
und erst nach Beseitigung der letzten Spuren des Lésungsmittels bei 
0.3mm Hg wurde das Olbad angeheizt. 

Die I. Fraktion ging iiber von 24°C (innen) und 0,315 mm Hg 
bis 43°C (innen) und 0,247 mm Hg; sie war kanariengelb und wurde 
in einer Stickstoffatmosphare in der Vorlage abgeschmolzen. Die tiber 
43° C iibergehende LI. Fraktion war goldgelb; die erhaltene Menge war 
so klein, daB auf eine weitere Verarbeitung verzichtet wurde. Im 
Destillationskolben war ziemlich viel Verharzungsriickstand vorhanden. 


Katalytische Hydrierung der in den friiheren Versuchen 
aewonnenen fitherischen Ole. 

Verwendet wurden alle I. Destillationsfraktionen der friiheren 
Versuche in einer Gesamtmenge von 0,7357 g. Diese Menge wurde in 
20 cem absolutem Alkohol in Gegenwart von 95,6 mg Platinoxyd 
hydriert. Der Verlauf der Hydrierung ist aus der Tabelle ersichtlich : 





p = 726mm p = 730 mm p = 729mm p = 760mm 

Min. t = 189C t = 219C ¢= 20°C t= 09°C 

ecm He eem Hg cem Hg ecm Hg 
0 0 0 
75 20 18 
110 30 26 
1005 40 35 
1290 50 43 


6720 110 96 
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Bemerkungen. Bei 760mm Hg und 0° C verbrauchen: 


0,7357 g CyygHy,O (Mol.-Gew. boe,et). .. . .'. Oc FF, 
0,0956 g PtO, (Mol.-Gew. Pe a ss & ees . . 8 
Berechnet fiir eine Doppelbindung. . ..... . 118 ,,) Hy 


Die verbrauchte Menge Wasserstoff, 96 ccm (reduz.), liegt hinter 
der fiir eine Doppelbindung berechneten Menge von 118 ccm (reduz.) 
zurick. 


‘ 
Vergleich der Hydrie®ungsergebnisse der oben beschriebenen Versuche. 





Wasserstoff 


Einwage Einwage hesedhnet verbraucht osetia 
(reduziert) (reduziert) 
£ Cio Hy 0 mg Pt Os ecm ecm ecm 
1 0.9896 50,289 153 183 + 30 
2 0,7357 95,6 118 96 22 
Mittel : 0,8627 72,95 135,5 139,5 + 4 


Der berechnete Mittelwert aus den beiden Versuchen entspricht dem 
fiir eine Doppelbindung berechneten, wahrend die experimentell ge- 
fundenen Werte dariiber und darunter liegen. 


Gewinnung und Reinigung des Hydrierungsproduktes. Die alko- 
holische Lésung wurde filtriert und mit Ather vermischt; nach dem 
Auswaschen des Alkohols mit Wasser wurde die atherische Lésung iiber 
Chlorealcium getrocknet und in einen Ebelschen Mikrodestillations- 
apparat {iltriert. Nach dem Entfernen des Athers durch Absaugen 
blieb ein fast farbloses Ol (schwache Tinktion nach Gelb) zuriick, das 
nicht mehr den charakteristischen Geruch des Safrans zeigte. Uher den 
Verlauf der im Stickstoffstrom vorgenommenen Hochvakuumdestillation 
orientiert die tabellarische Ubersicht : 





I. Fraktion Il. Fraktion 
i ee ee ee Peer oe 014 014 014 0,14 0.15 O14 O15 
Temperatur innen (unkorrigiert) 35 47 56058 56 78 115°C 
‘ auben s 97 118 128 132 142 220 284°C 


Die I. farblose Fraktion wurde in minimaler Menge erhalten. 
Die LI. hellgelbliche Fraktion wog 0,22 g. Im _ Destillationskolben 
verblieb ein harziger Riickstand, auf dessen Untersuchung ver- 


zichtet wurde. 
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Keto-Enol-Tautomerie des Safrancamphers, Cy)H,0. 


Eine verdiinnte alkoholische Lésung des friiher gewonnenen 
atherischen Oles gab mit verdiinnter Ferrichloridlésung anfangs rote, 
dann schnell braun werdende Farbung. 

Eine Wiederholung des Versuchs mit einer konzentrierten alko- 
holischen Lésung einer II. Destillationsfraktion des atherischen Oles 
ergab mit Ferrichlorid eine positive Enolreaktion: starke Rotfairbung, 
die durch tropfenweisen Zusatz des Reagens so vertieft wird, daB die 
rote Farbe nur im durchfallenden Sonnenlicht erkannt werden kann. 


Sdurehydrolyse des ,,Rohpikrocrocins K und L“. 

8,7 g ,,Rohpikrocrocin K“ und 4g ,,Rohpikrocrocin L“ wurden 
mit 30cem 2 n-Schwefelsiure in der oben naher beschriebenen Weise 
in der modifizierten Apparatur hydrolysiert und das atherische O] mit 
Wasserdampf abdestilliert. Besonderer Wert wurde auf kohlensaure- 
freien Wasserdampf gelegt, und fiir den Dampfentwickler stets Wasser 
verwendet, das waihrend etwa 2 Stunden ausgekocht war. 

Die Kohlensaéurebestimmung ergab 0,2875 g CO, bei einem Kondens- 
wassergewicht von 175g. Von diesem Kohlenséurewert ist der ermittelte 
Leerwert von 0,11 g CO, fiir 100 g Wasser in Abzug zu bringen: 

0,2875 g CO, 
— 0,1925 g gemiB Leerversuchen 
0,0950 g CO, gefunden. 

12,7 g Pikrocrocin sollten bei Abspaltung von der 1 Mol entsprechenden 
Menge CO, 1,5696 g CO, = 100°, theoretische Ausbeute ergeben; 12,7 g 
Pikrocrocin ergaben aber 0,0950 g CO, 6,05°, Ausbeute. Das Ergebnis 
ist in geniigender Ubereinstimmung mit dem friiher gewonnenen. 


Gewinnung und Fraktionierung des dtherischen Oles. 


Aus dem Wasserdampfdestillat wurde das kanariengelbe Ol durch 
Ausathern gewonnen. Das nach dem Trocknen iiber gegliihtem Natrium- 
sulfat filtrierte und vom Lésungsmittel befreite Produkt wurde im 
Stickstoffstrom im Hochvakuum fraktioniert : 





I. Fraktion II. Fraktion 

mm Hg 0,117 0,384 
Temperatur innen (unkorrigiert) 65—75 78—90° C 
auBen " “ie” etwa 110 bis 210°C 


” 


Die I. Fraktion war kanariengelb, die I]. goldgelb; die Produkte 
wurden in den Vorlagen in einer Stickstoffatmosphire abgeschmolzen. 
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Darstellung eines Pikrates des Safrancamphers. 


Eine absolut alkoholische Lésung des oben gewonnenen Safran- 
camphers wurde mit einer kaltgesittigten filtrierten Pikrinsiurelésung 
in absolutem Alkohol vermischt. Nach tagelangem Stehen trat keine 
Kristallisation ein. 


Reaktionen des Dihydrocamphers, Cy )H 4,0. 


1. Ferrichloridlisung. — Alkoholische Lésungen de. beiden  Di- 
hydroketone geben keine Enolreaktionen: die anfangs durch Ferrichlorid 
goldgelb gefarbten Lésungen werden allmahlich griinlichgelb. 

2. Reaktionen gegen Kongo-, Curcuma- und Kaliumjodidjodat- 
stirke-Papier. Die alkoholische Lésung des Dihydroketons reagiert 
gegen die mit Wasser befeuchteten Reagenzpapiere neutral. 

3. Darstellung eines Semicarbazons. 0,22 g Dihydroketon wurden 
in Alkohol gelést und mit einer filtrierten wasserigen Lésung von 0,30 g 
Natriumacetat und 0,22 g Semicarbazidhydrochlorid versetat; alsdann 
wurde so lange Alkohol zugegeben, bis das Gemisch einphasig geworden 
war. 

Nach wochenlangem Stehen des Reaktionsgemisches trat keine 
Spur einer Kristallisation ein, die auch durch Konzentrieren, ab- 
wechselndes Erhitzen und Abkiihlen, Reiben der GefaBwande usw. nicht 
erzielt werden konnte. 

4. Darstellung eines Phenylhydrazons. 0,07 g  Dihydroketon 
wurden in etwa 5ccem Alkohol gelést und mit der filtrierten wasserigen 
Lésung eines Gemisches von 0,06 g Phenylhydrazinhydrochlorid und 
0,04 g Natriumacetat versetzt. Beim Einfallen der ersten Tropfen cer 
Reagenzlésung entstand momentan Gelbfarbung, dann milchige Triibung, 
und schlieBlich sah man in der Fliissigkeit suspendiert goldgelb 
flimmernde Blattchen. 

Zur Vervollstandigung der Reaktion wurde auf dem Wasserbad 
wahrend 4 Stunden erwairmt; in dieser Zeit hatten sich die wenigen 
goldgelb flimmernden Kristalle gelist: am Boden des Gefibes hatte 
sich ein dunkles harziges Ol in Tropfen abgeschieden, das auch nach 
wiederholter Lésung in Alkohol und Reiben mit einem Glasstabe usw. 
nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte. 


5. Darstellung eines p-Nitrobenzoesdureesters. 0,05 g Dihydroketon 
wurden mit einer Lésung von 0,06 g p-Nitrobenzoylchlorid in etwa 
5eem Pyridin (puriss.) wihrend etwa 6 Stunden auf einem siedenden 
Wasserbad unter RiickfluBkiihlung und FeuchtigkeitsausschluB erhitzt. 

Das erhaltene goldgelbe Reaktionsgemisch wurde zuniichst mit 
n/20 Sodalésung curcumaalkalisch gemacht und dann ausgedthert. 
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Die Atherschicht wurde zur Entfernung des Pyridins so lange mit n 20 
Salzsaurelésung gewaschen, bis das Waschwasser Kongopapier eben 
blaute. Nach dem Trocknen der itherischen Lésung mit Chlorcalecium 
wurde unter FeuchtigkeitsausschluB auf einem Wasserbad das Lésungs- 
mittel entfernt. Es verblieb eine geringe Menge eines leicht gelben, 
maBig viskosen Oles, das den charakteristischen Geruch des Japan- 
camphers zeigte. 

Lassaignesche Probe: Im Gliihréhrchen wurden etwa 2 mg des 
erhaltenen Oles mit einem erbsengroBen Stiick Natrium von oben her 
bis auf Rotglut erhitzt, in etwa 10 ccm kalten Wassers gebracht, von 
Splittern usw. abfiltviert, und das Filtrat nach dem Anséuern mit Ferri- 
und Ferrosalz versetzt. Nicht eine Spur einer Blaufairbung wurde beob- 
achtet. Das erhaltene Ol ist stickstoffrei. 

6. Darstellung eines Phenylurethans. 0,08 g Dihydroketon wurden 
mit einer Lésung von 0,09 g frisch destilliertem Phenylisocyanat in 
etwa leem absolutem Ather versetzt. Aus der unter AusschluB von 
Feuchtigkeit gehaltenen Lésung schieden sich nach 48 Stunden farblose 
Kristalle ab, die im auffallenden Licht rosa erschienen. 

Nach insgesamt 10 Tagen war das gesamte Reaktionsgemisch zu 
einem Kristallbrei erstarrt. Die Kristalle wurden nach dem Auswaschen 
mit Ather auf einem Willstdtter-Nagel abgesaugt und im Trocken- 
kreuz bei 100°C und etwa 12 bis 15mm Hg wahrend 10 Stunden 
getrocknet. 

a) Zersetzungspunkt (im Berl-Block): 271 bis 273° C (unkorr.) unter 
Gasentwicklung. 

b) Mikroschmelzpunktsbestimmung nach G. Klein': die Substanz 
sublimiert ohne Zersetzung bei 318,5°C (korr.) ohne Riickstand. 


c) Analysen: 


I. 3,849 mg Substanz gaben 0,307 ccm N_ (korr.), 20°, 716mm. 


II. 3,862 ,, ee is O208 ws N (korr.), 20°, 713 mm. 
Mt. 4317 ,, " » 12,17mg CO, und 1,98mg H,0O. 
IV. 4,088 ,, 9» » 1250 » UG, « 281+, BV. 


C,,H,,0,N. Ber.: C = 75,23, H 81, N= 5,17, O = 11,79%. 
79,7 


C,y3H,,ON,. Ber.: C = 79,72, H = 51, N= 8,09, O= 4,68%. 
I. Gef.: N = 8,76%. 
Il. Gef.: N = 8,52%. 


Ill. Gef.: C 80,62, H = 5,38%. 
IV. Gef.: C = 80,72, H = 5,50%. 


1G. Klein (Pregl-Festschrift), Mikrochem. 7, 197, 1929. 
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Auf Grund der Analysen ist wohl keine Bildung eines Phenyl- 
urethans C,,H,,O,N erfolgt; bei dem erhaltenen Kérper scheint es sich 
um ein Harnstoffderivat, C.,H,,ON,, zu handeln. 


7. Aktive Wasserstoffatome nach Zerewitinoff. Vgl. die weiter unten 
aufgefiihrte Tabelle. 


Gewinnung von Rohpikrocrocin aus dem Atherertrakt aus 4kq Safran. 


Ein von Herrn Prof. P. Karrer entgegenkommend iiberlassenes 
Konzentrat (etwa 1 Liter) der Atherextraktion von 4 kg Safran wurde 
zunachst in einer geraumigen Kristallisierschale unter Einleiten eines 
lebhaften Stickstoffstromes weiter eingeengt. Da bei diesem Verfahren 
keine Kristallisation erzielt werden konnte, wurde das viskose Produkt 
in einen Willstdtterschen Helmkolben iibergefiihrt, im Vakuum von 
12 bis 15 mm bei maximal 40° C vom Lésungsmittel befreit, wobei die 
Siedekapillare stets mit Stickstoff durchspiilt wurde. Nach etwa vier- 
stiindigem Trocknen im Hochvakuum zeigte das Kenometer 0,08 mm. 
Es wurden so 59g einer orangeroten, sirupésen Masse mit starkem 
Camphergeruch erhalten, die wir als ,,Rohpikrocrocin K* bezeichnen. 


Sdurehydrolyse des Rohpikrocrocins K. 

59g des im vorigen Versuch gewonnenen ,,Rohpikrocrocins K* 
wurden, mit Chloroform in den Reaktionskolben iibergefiihrt ; da infolge 
starken Schiumens eine Entfernung des Lésungsmittels im Vakuum 
bei 100°C nicht méglich war, wurde der offene Kolben in ein lebhaft 
siedendes Wasserbad eingetaucht und so lange ein lebhafter Stickstoff- 
strom durchgeleitet, bis kein Chloroformgeruch mehr wahrzunehmen war. 

Zur Hydrolyse diente die oben beschriebene verbesserte Apparatur. 
Das fiir den Dampfentwicklungskolben bestimmte Wasser wurde unter 
standigem Durchleiten eines kraftigen Stickstoffstromes wahrend einer 
Stunde ausgekocht: nach 15 Minuten dauerndem Ausspiilen des 
Apparats mit Stickstoff wurde der gewogene Kaliapparat angeschlossen. 
Zuvor wurde der Reaktionskolben mit 100 cem Schwefelsdéure (1 : 3) 
und 100 cem Schwefelsiure (1:1) beschickt. In die Vorlage wurden 
20 ccm 2 n-Schwefelséure gegeben. 

Nach 15 Stunden wurde, als kein atherisches Ol mehr iiberging, die 
Wasserdampfdestillation abgebrochen. 


Die Kohlensaiurebestimmung ergab 0,2042 g¢ CO, bei einem Kondens- 
wassergewicht von 700g. 


Ein praparativ-analytische Auswertung dieser Zahlen ist infolge 
einer Versuchsst6rung (AbreiBen einer Schlauchverbindung) nicht 
moglich. 
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59g Pikrocrocin (Mol.-Gew. 356) sollten bei Abspaltung der 1 Mo! 
entsprechenden Menge iitherischen Oles 24,86 g 100°, theoretische 
Ausbeute ergeben. 59g Rohpikrocrocin ergaben aber 10,75 g atherisches 
Ol (Mol.-Gew. 150) 43,2°, der Theorie. 


Gewinnung des dtherischen Ols aus dem Wasserdampfdestillat 
und seine Reinigung durch Hochvakuumdestillation. 

Das kanariengelbe, in viskosen Tropfen auf dem Wasser schwimmende 
atherische Ol wurde so lange ausgedthert, bis im Ather kein Terpen 
mehr nachweisbar war (Fettfleckprobe). Die mit Chlorealcium wahrend 
24 Stunden getrocknete atherische Lésung wurde sukzessive in einen 
Ebelschen Mikrodestillationsapparat entsprechender Dimension iiber- 
gefiihrt, und der Ather bei 40°C entfernt. Bei der im Stickstoffstrom 
vorgenommenen Destillation im Hochvakuum trat geringe Verharzung 
ein; es wurden 8,05 g goldgelbes, campher- und safranartig riechendes 
atherisches Ol gewonnen vom Siedeintervall 60 bis 80° C innen (unkorr.), 
bei einer Temperatur von 100 bis 140° C auBen (unkorr.) und 0,15mm Hg. 


Nachweis von Formaldehyd im ausgesdtherten und vom Ather 
befreiten Wasserdampfdestillat. 

1. Mit der Reaktion von Marquis (Kobert)! gelang der Nachweis 
von Formaldehyd mittels einer 0,1°,igen Lésung von Morphin in 
konzentrierter Schwefelsiure. Beim Zusatz des Reagens trat Violett- 
farbung auf. 

Zur Kontrolle wurde der Ather auf Aldehyde untersucht ; der ver- 
wendete Ather gab jedoch an destilliertes Wasser weder Formaldehyd 
noch Acetaldehyd ab. 

2. Fuchsinschweflige Siure: Die saure wisserige Lésung gibt eine 
Violettfairbung. 


Reinigung des dtherischen Ols iiber das Semicarbazon. 

Die Darstellung des Semicarbazons erfolgte genau nach E. Winter- 
stein und J. Teleczky?. 

8,05 g atherisches O] wurden in wenig Alkohol gelést und mit einer 
filtrierten wasserigen Lésung eines Gemisches von 7,95 g Semicarbazid- 
hydrochlorid und 9,8 g Natriumacetat versetzt. Durch tropfenweisen 
Alkoholzusatz wurde die Fliissigkeit einphasig gemacht. Nach 5 Minuten 
zeigten sich bereits in der gelben Fliissigkeit schwebende, sternférmig 


1 Marquis (Kobert), Zeitschr. f. analyt. Chem. 88, 467, 1899; Pfyl, 
Reif, Hanner, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 42, 218, 1921. 
2 loc. 
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gruppierte Kristallbiischel. Nach etwa 2 Stunden war das Reaktions- 
gemisch zu einem Kristallbrei erstarrt. Nach zwolfstiindigem Stehen 
wurde das ausgeschiedene Semicarbazon iiber einem Wéillstdtter-Nagel 
abgesaugt und auf dem Filter mit 50°,igem Alkohol griindlich aus- 
gewaschen; das leicht gelb gefarbte Produkt wurde in schwach siedendem 
Methylalkohol gelést und filtriert. Nach 2 Stunden war das Semi- 
carbazon in wasserklaren 1 bis 2¢m langen Kristallen angeschossen. 
Aus den Mutterlaugen der ersten Kristallisation wurde noch eine zweite 
Kristallisation erhalten, die gemeinsam mit den aus dem zum Waschen 
verwendeten 50°,,igen Alkohol erhaltenen Kristallisationen verarbeitet 
wurden. 

Der Schmelzpunkt des schlieBlich resultierenden analysenreinen 
Semicarbazons betrug 171° (unkorr.): mit einem geeichten Thermometer 
der P. T. R. wurde als Mittel aus drei Bestimmungen ein korrigierter 
Schmelzpunkt von 172,6°C gemessen. 

Ausbeute. 8,05 g atherisches Ol (Mol.-Gew. 150,11) sollten mit einem 
Mol Semicarbazid 11,11 g Semicarbazon (Mol.-Gew. 207,16) L00°% 
theoretische Ausbeute ergeben. 8,05 g atherisches O] ergaben aber 1,95 g 
= 17,55°, der Theorie. 


Analysen des Semicarbazons. 
Das bei 172,6°C (korr.) schmelzende Praparat wurde fiir die 
Analysen bei 110°C wahrend 90 Minuten im Mikroexsikkator nach 
F. Pregl getrocknet. 


a) Stickstoffbestimmungen. 


I. 3,747 mg Substanz gaben 0,694 cem N (korr.), 22°, 714 mm. 
C,,H,,ON;. Ber.: N = 20,29%. 
Gef.: N = 19,73%. 


II. 2,546 mg Substanz gaben 0,471 cem N (korr.), 23°, 715 mm. 
C,,HyON,. Ber.: N = 20,29%. 


Gef.: N 20,29%. 


b) Kohlenstoffwasserstoffbestimmungen. 


ae 
. 


3,039 mg Substanz gaben 7,06 mg CO, und 2,32 mg H,O. 
C,,H,,ON,. Ber.: C = 63,72%, H 8,27%. 
Gef.: C = 63,36%, H = 854%. 


II. 2,963 mg Substanz gaben 6,90 mg CO, und 2,16mg H,0O. 
C,,H,,ON,. Ber.: C = 63,72%, H = 8,27%. 
Gef.: C = 63,51%, H = 8,16%. 
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Die Mittelwerte aus diesen Zahlen sind in der folgenden Tabelle 


zusammengestellt : 





Ol, Gefunden Berechnet J 

( 63.44 63,72 + 0,28 

H 8.35 8,27 0,08 

N 20,02 20,29 0,27 

O* 8,19 7,72 — 0,47 
100.00 100.00 + 0,00 


* Die Werte fiir O ergeben sich aus der Differenz. 


Darstellung des Safrancamphers Gyo HO aus dem Semicarbazon. 

Nach EF. Winterstein und J. Teleczky wurden 1,65 g Semicarbazon 
mit einer Suspension von 1,65 g Phthalsiureanhydrid in Wasser ver- 
rieben und in einer kleindimensionierten Apparatur mit angeschliffenem 
Tropfenfanger hydrolysiert: das gebildete Keton wurde im status 
nascendi mit Wasserdampf destilliert. Die Operation wurde unter 
LuftausschluB in einer Stickstoffatmosphaire vorgenommen. Das hell 
gelbe, auf dem Wasser schwimmende 01 wurde in Ather aufgenommen, 
und die atherische Lésung tiber Nacht mit gegliihtem Natriumsulfat 
getrocknet. Das nach dem Vertreiben des Lésungsmittels auf einem 
etwa 40° heiben Wasserbad im Stickstoffstrom unter Feuchtigkeits 
ausschluB erbaltene goldgelbe Keton wurde in einem mit der Langmuir- 
Vollmer-Pumpe evakuierten (0,04:mm Hg) und dann mit trockenem 
Stickstoff gefillten Exsikkator fiir die Zerewitino/f-Bestimmung auf- 
bewahrt. 

Reaktionen des aus dem Semicarbazon durch H ydrolyse 
aewonnenen Safrancamphers Cy ,H,,0. 

1. Kongopapier: neutrale Reaktion. 

2. Kaliumjodidjodatstirke papier: neutrale Reaktion. 

3. Curcumapapier: neutrale Reaktion. 

4. Ferrichloridlésung: eine Loésung des Ketons in 50°, igem 
Alkohol gibt keine Enolreaktion. 


Vergleichende Untersuchung des Safrancamphers, seiner hydrierten Derivat: 
und einiger Alkohole und Ketone der Terpenreihe auf aktive Wasserstoffatom 
nach Zerewitinoff-Tschugaeff-Furter'. 

+ . ‘ ie . ‘ : 
Uber das Semicarbazon gereinigter Safrancampher, C,,H,,0, sein 
mit Platinoxyd als Katalysator erhaltenes Dihydroderivat, C,,H,.0, 


1 L. Tschugaeff, B. 85, 3912, 1902; Chem.-Ztg. 1902, S. 1043; Th. Zere- 
witinoff, B. 40, 2023, 1907; 41, 2233, 1908; 48, 3590, 1910; 47, 2477, 1914; 
M. Furter, Dissertation, Eidgen.-Technische Hochschule Ziirich 1928. 
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und ein mit Platinschwarz als Katalysator hydriertes Derivat wurden 
nach der Methode von Zerewitinoff zum Zwecke der Feststellung einer 
Keto-Enoltautomerie auf ihren Gehalt an aktiven H-Atomen unter- 
sucht. Als Vergleichsmaterial dienten bekannte Alkohole und Ketone 
der Terpenreihe, bei denen derartige Tautomerien méglich erscheinen 
konnten. Beim Fenchon war eine Keto- Enoltautomerie nicht zu erwarten, 
weshalb der Koérper als Kontrolle diente: Aus der nachfolgenden Tabelle 
ist ersichtlich, daB bekannte Ketone der Terpenreihe, z. B. Japan- 
campher, Thujon (Tanaceton) und Fenchon, unter den Bedingungen 
des Versuchs nicht tautomer reagieren, undl da bei den Alkoholen dieser 
Reihe, z. B. Thymol, Borneol, Isoborneol und Menthol, die zu erwartende 
Zahl aktiver H-Atome nachgewiesen werden konnte. Der Safran- 
campher, C,,H,,0, scheint indessen als Enol reagieren zu k6énnen. 


Katalytische Hydrierung des Safrancamphers C, )H,,0. 

1,0321 g des iiber das Semicarbazon gereinigten Safrancamphers 
wurden in 20ccm Eisessig gelést und mit 102.4 mg Platinmohr bei 
25°C und 722 bis 723,5 mm Hg wahrend 1155 Minuten hydriert, wobei 
Wasser als Sperrfliissigkeit diente. 

Unter den Bedingungen des Versuchs wurde ein Verbrauch an 
Wasserstoff nicht konstatiert. 


Gewinnung des Hydrierungsproduktes. 


Der Hydrierungskolben wurde mit Ather wiederholt ausgewaschen, 
und die saure atherische Lésung zur Entfernung des Eisessigs mit 
kaltgesattigter Natriumbicarbonatlésung so lange gewaschen, bis die 
Waschwisser Lackmuspapier nicht mehr réteten. Nach 24stiindigem 
Trocknen der atherischen Schicht mit gegliihtem Natriumsulfat wurde 
der Ather im Stickstoffstrom unter Feuchtigkeitsausschlu8 auf einem 
40 gridigen Wasserbad entfernt; anschlieBend wurde das erhaltene O] 
iiber Phosphorpentoxyd im Exsikkator bei 0,04mm Hg_ wihrend 
24 Stunden getrocknet und zur Zerewitinoff-Bestimmung in einer 
Stickstoffatmosphaire aufbewahrt. 


Ausheute. 084g eines goldgelben, viskosen, partiell bei 20°C 
erstarrenden, stark nach Japancampher riechenden Ols. 
Reaktionen des Hydrierungsproduktes. 


1. Darstellung eines Semicarbazons. 0,52 g des aus Eisessig in der 


beschriebenen Weise zuriickgewonnenen Korpers wurden in etwa 
5cem 96° ,igem Alkohol gelést: dabei trat eine kristallinische Triibung 
auf, die sich erst beim Erhitzen liste. Nach Zugabe einer wasserigen 
Lésung von 0,52 g Semicarbazidhydrochlorid und 0,6 g Natriumacetat 
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wurde eine kolloidale Triibung beobachtet, die nach Zusatz von Alkohol 
nicht verschwand. Nach 24stiindigem Stehen zeigte die Fliissigkeit 
Opaleszenz und am oberen Meniskus winzige farblose Kristalle, die sich 
auch nach wochenlangem Stehen nicht vermehrten. 

2. Aktive Wasserstoffatome nach Zerewitinoff. Vergleiche die vor- 


erwahnte diesbeziigliche Tabelle. 


Analyse und Molekulargewicht des Pikrocrocins. 
l. Kohlenstoffwasserstoffbestimmung: 
3,304 mg Pikrocrocin gaben 6,84 mg CO, und 2,37 mg H,O. 
Cy,H,,0,. Ber.: C 56,63%,, H = 7,838%, O 35,53%,. 
Gef.: C = 56,46%, H = 8.03%, O = 35,51°,. 
2. Molekulargewicht nach Barger-Rast?: 
a) 7,55 mg Substanz in 552,45 mg Pyridin; das entspricht 13,664 mg 
Substanz in 1000 mg Pyridin. 
Vergleichsskala : 0,02 — 0,04 — 0,045 — 0,046 
—0,1l molare Acetanilidlésung in Pyridin. 
Molaritat zwischen 0,04 und 0,045. 


0,05 — 0,055 — 0,06 — 0.08 


Ablesung nach 2 Tagen: 
Fiir 0,04 Molaritat: Mol.-Gew. 341. 
5 0,045 : ¥ 304. 


Ablesung nach 6 Tagen: Molaritat bei 0,045, Mol.-Gew. 304. 


7,663 mg Substanz in 477,133 mg Pyridin; das entspricht 16.065 mg 
Substanz in 1000 mg Pyridin. 

Vergleichsskala: 0,04—0,041— 0,045 — 0,046 — 0,05 — 0,051 — 0,055 — 
0,056—0,06 molare Acetanilidlésung in Pyridin. 

Ablesung nach 3 Tagen: Molaritiat bei 0,051, Mol.-Gew. 


om 


315. 
c) 7,663 mg Substanz in 477,133 mg Pyridin; das entspricht 16,045 mg 
Substanz in 1000 mg Pyridin. 
Vergleichsskala: 0,04—0,041 —0,045 — 0,046 — 0,05 — 0,051 — 0,055 
0,056—0,06 molare Acetanilidlésung in Pyridin. 


Ablesung nach 3 Tagen: Molaritaét bei 0,048, Mol.-Gew. 334.4. 
Grenzwerte: 0,046 o_ 349.5. 
0.05 321,5. 


hd s° hd 


Zusammenstellung der gefundenen Molekulargewichte. 
Mol.-Gew. = 341, 304, 304, 315, 334.4, 349.5, 321,5. 
Mittelwert: Mol.-Gew. = 324,2 (nach Barger- Rast). 

Aus der Elementaranalyse berechnet sich fiir das Atomverhaltnis 
in der iiblichen Weise: C:H:O = 2,12:3,59:1, also (Cy 19H, 590)) 
bei einem mittleren Molekulargewicht von 324,2 ist n = 7,2, also 
(Co12H3 99); = Cys Hy. O;. 


n? 


d. 


1 Barger-Rast, B. 87, 1754, 1904; 58, 1979, 1921; Emich, Lehrb 
Mikrochem., 8. 112. Miinchen 1926. 
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Die Bruttoformel steht in Ubereinstimmung mit dem gefundenen 
mittleren Molekulargewicht : 

Cy5H,0, (Mol.-Gew. = 318,21). 

Ber.: C = 56.57%, H = 8.24%, O = 35,19%. 
Gef.: C = 56,46%, H = 8.03%, O = 35,51%. 

Mit den bei der Pikrocrocinhydrolyse gefundenen Spaltstiicken 
Cy, H,,O, C.H,.0, und CH,O (Formaldehyd konnte mittels Morphin- 
schwefelsiure qualitativ nachgewiesen werden) laBt sich aber nur eine 
Formel in Einklang bringen, die auf die Analysenwerte gut, auf die der 
Molekulargewichte mit geniigender Genauigkeit stimmen _ wiirde, 
Zz. B.: CyH. 0g. 

Aus dem Molekulargewicht des Pikrocrocins folgt ja, daB nur ein 
Zucker am Aufbau des Glucosides teilnehmen kann, wenn es einen ein- 
heitlichen Koérper darstellt. Die Formel fiir das Keton ist C,,H,,0 
(berechnet Mol.-Gew. = 150,11; nach Zerewitinoff gefunden: Mol.- 
Gew. = 198). 

Ergebnisse der Untersuchung, 

1. Zur Saurehydrolyse des Pikrocrocins wurde eine Apparatur 
geschaffen, die die quantitative Bestimmung von Kohlensdure gestattet. 

2. Quantitative Bestimmungen ergaben, da unter den Spaltungs- 
produkten der sauren Hydrolyse des Pikrocrocins keine Kohlensaure in 
molekularen Mengen auftritt. 

3. Der qualitative Nachweis von Formaldehyd unter den Produkten 
der Séurehydrolyse des Pikrocrocins gab die Anregung zur Aufstellung 
einer Bruttoformel des Pikrocrocins, die seinem chemischen Verhalten 
besser gerecht wird als die bisherige. 

4. Fiir das Pikrocrocin wurde als Mittel aus sieben Bestimmungen 
ein Molekulargewicht = 324,2 gefunden; die Ergebnisse der Kohlen- 
stoffwasserstoffanalysen von E£. Winterstein und J. Teleczky wurden 
in der vorliegenden Untersuchung bestatigt. 

5. Durch die bisher nicht vorliegenden Stickstoffbestimmungen 
des Safrancamphersemicarbazons wurde die von FE. Winterstein und 
J. Teleczky auf Grund ihrer Kohlenstoffwasserstoffanalysen aufgestellte 
Forme! fiir das Semicarbazon C,,H,,;,ON, bestatigt. Der Schmelzpunkt 
des analysenreinen Semicarbazons betragt 172,6°C (korrigiert). 

6. Durch Hydrierung des Safrancamphers C,,H,,0 mit Platinoxyd 
als Katalysator wurde ein fast geruchloses Dihydroderivat C, H,¢0 
gewonnen. Der Safrancampher C,,H,,0 enthalt also eine Kohlenstoff- 
doppelbindung. 


7. Die Darstellung eines Diphenylharnstoffderivates des Safran- 
dihydrocamphers macht dessen alkoholischen Charakter wahrscheinlich. 
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8. Auf Grund der Bestimmung 
der aktiven Wasserstoffatome des 
Safrandihydrocamphers nach Zere- 
witinoff - Tschugaeff-Furter wurde 
eine weitere Stiitze fiir dessen alko- 
holische Natur beigebracht. Dem 
hydrierten Safrancampher kommt 
auf Grund der Zerewitinoff-Bestim- 
mung ein Molekulargewicht von der 
GréBenordnung 390 zu. 

9. Wahrend einerseits der Safran- 
campher C,yH,,O sich als Keton 
erweist, das gegen Ferrichlorid nicht 
als Enol reagiert, tritt bei der ver- 
gleichenden Untersuchung dieses 
Kérpers und bekannter Ketone der 
Terpenreihe auf ihren Gehalt an 
aktiven Wasserstoffatomen nach 
Zerewitinoff ein charakteristischer 
Unterschied zutage: als  einziges 
der untersuchten Ketone dieser 
Verbindungsklasse ist der Safran- 
campher Traiger eines aktiven 
Wasserstoffatoms. Wir schlieBen 
daraus, daB unter den Bedingungen 
der Methode von Zerewitinoff- 
Tschugaej{-Furter beim Safran- 
campher eine Enolisierung vorliegt, 
zumal nur Alkohole der Terpen- 
reihe aktive Wasserstoffatome unter 
gleichen Versuchsbedingungen  er- 
kennen lassen. 

10. Unter Zugrundelegung der 
Molekulargewichts - Bestimmungen 
des Pikrocrocins ist es wahrschein- 
lich, daB nur ein Mol d-Glucose am 
Aufbau des Glucosides teilnimmt. 
Wenn auch d-Fructose (als zweites 
Zuckermolekiil) einen Bestandteil 
des Pikrocrocins bilden wiirde, dann 


muBte daraus gefolgert werden, dal 
das Pikrocrocin kein einheitliches 
Glucosid ist. 
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Tabelle der Elementaranalysen und Molekulargewichte des Pikrocrocins (berechnet auf C,, Hy», Oy). 
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11. Den Ergebnissen der Kohlenstoffwasserstoffanalysen, de: 
Molekulargewichtsbestimmungen und denen der Untersuchung de: 
Pikrocrocinhydrolyse, bei der als Spaltstiicke ein Mol Campher 
C,)H,,0, ein Mol d-Glucose C,H,,0, und Formaldehyd CH, O (qualitatiy 


nachgewiesen) auftreten, wird am besten die Formel C,,H,,0, fiir 


das Pikrocrocin gerecht. 
Zusammenfassung. 

Nachdem unser Gedanke, da der bei der Saurehydrolyse des 
Pikrocrocins gebildete Safrancampher seine Entstehung einer Keton- 
spaltung eines /-Ketocarbonséureesters verdanke, experimentell keine 
Bestatigung erfuhr, schlagen wir, gestiitzt auf die Tatsache, daB das 
Glucosid Pikrocrocin sowohl mit verdiinnter Séure als auch mit ver- 
diinnter Lauge spaltbar ist, die folgende acetalartige Formulierung fiir 
das Pikrocrocin vor: 

. OCH,OH { OH 
Cy Hy | te —® ICE. tO<cns 
9°31 S00,H, 0; ois | CS 90,8, 0, 
Pikrocrocin +CH,O — C,9HygO + CeHy0, + CHO. 
Keton + Glucose + Formaldehyd 
. . . + . . . 

Diese Arbeitshypothese steht in Ubereinstimmung mit den 
Elementaranalysen, den Molekulargewichtsbestimmungen und den bei 
der sauren Hydrolyse nachweisbaren Spaltstiicken des Pikrocrocins. 


Am SchluB dieser Untersuchung danke ich Herrn Professor Dr. E. Winter- 
stein, der die Anregung zu dieser Arbeit gab, und Herrn Professor 
Dr. R. Kuhn tiir ihr f6rderndes Interesse. Herrn Professor Dr. P. Karrer 
danke ich fiir die liebenswiirdige Uberlassung wertvollen Ausgangsmaterials. 
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Uber die Bewegung der lonen in Gelatinegallerten 
und in der Nervensubstanz. 


VI. Mitteilung: 
Zur Frage der Dicke und Natur der halbdurchlissigen Membranen in den 
erregbaren Geweben. Die Berechnung der Liinge des von den Lonen in der 
ersten Phase der Entstehung der Erregung zuriickgelegten Weges auf Grund 
experimenteller Daten, 


Von 
W. W. Efimoff. 


(Aus dem Institut fiir Physik und Biophysik zu Moskau.) 


(Eingegangen am 3. Juli 1930.) 


In den vorigen Arbeiten! wurde nachgewiesen, daB die Geschwindig- 
keit der Bewegung der OH’-Ionen in der Nervensubstanz unter dem 
EinfluB eines Gleichstromes sehr gering ist. Bei einem Potentialgefille 
von | Volt/em betragt sie von 0,000043 bis 0.00024 em in 1 Sekunde, 
im Durchschnitt 0,0001 em /sec. 

Infolge der Unvollkommenheit der Methodik der Messungen 
kénnen diese Werte nicht als exakt betrachtet werden; sie geben 
nur die Ordnung der Geschwindigkeitswerte an. Jedenfalls ist diese 
Bewegung auBerordentlich langsam und kann nicht verglichen werden 
mit der Geschwindigkeit der Verbreitung des Erregungsprozesses. 

Bekanntlich kann man den ErregungsprozeB in erregbaren Geweben 
in drei Phasen teilen: 1. das latente Stadium, 2. Verbreitung der Er- 
regungswelle und 3. das refraktiére Stadium. 

In der vorliegenden Arbeit werden wir nur die erste Phase betrachten. 
Es ist vom elektrochemischen Standpunkt ganz selbstverstandlich, 
daB die Ionen unter der Einwirkung des Gleichstroms, wie kurze Zeit 
er dauern mag, eine gewisse Strecke in der Nervensubstanz zuriicklegen. 
Diesen Weg wollen wir versuchen, auf Grund von experimentellen Daten 
zu berechnen, indem wir uns durch folgende Erwigungen leiten lassen: 


1 W. W. Efimoff, diese Zeitschr. 219, 349 u. 354, 1930. 
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Wir wissen nach Nernst', daB zwischen der Starke des Erregungs- 
stromes und der Zeit (Dauer seiner Wirkung) fii das Hervorrufen 
der Schwellenerregung folgendes Verhaltnis besteht : 

i Vt = const, 
wo i = Stromstairke und ¢ = Zeit. 
Viele Physiologen haben die Anwendbarkeit dieser Formel fiir di 


Schwellenerregung festgestellt. Zum Beispiel gibt Lucas? folgende Zahlen: 


Tabelle I. 





Leg : Stromstirke 

Sek Mikroamp 
0,121 364 
0,080 364 
0.050 364 
0.032 368 
0.024 374 
0.0155 405 
0.0976 494 


Die GréBe der Stromstarke bestimmt vom Standpunkt der Lonen- 
theorie aus oftenbar die Menge der lonen, welche fiir die Entstehung 
des Erregungsprozesses erforderlich ist, da wir aus der Elektrochemie 
wissen, da’ einer bestimmten Stromstirke eine genau bestimmte 
Quantitat von Ionen entspricht. Bei starkem Strom bildet sich diese 
zum Hervorrufen der Erregung erforderliche Menge der Ionen schneller 
als bei schwachem Strom. Die Geschwindigkeit der Anhaiufung einer 
geniigenden Menge Ionen hangt ihrerseits von der Geschwindigkeit 
der Ionenbewegung ab die dem Potentialgefille zwischen den Elek- 
troden und der Stromstarke proportional ist. 

So kénnen wir sagen, dab, je starker der Strom im Nerv ist, um so 
schneller die Icnen die fiir die Entstehung der Erregung nétige Ent- 
fernung durchlaufen. Aber auch bei starkstem Strom ist dennoch eine 
fest bestimmte ,,minimale“ Zeit fiir die Schwellenerregung erforderlich. 
Nach Lucas ist die ,,minimale* Zeit gleich 0,0076 sec. 

Leider geben Lucas und andere Physiologen den Spannungsabfall 
in Volt zwischen den Elektroden, auf welchen der Nerv liegt, nicht an. 
Wenn man voraussetzt, daB der Spannungsabfall bei ihren Experi- 
menten etwa 1 Volt /cm war, wie in unserer vorigen Arbeit, so kann man 
annehmen, daB sich auch bei ihnen das OH’-Ion mit einer Geschwindig- 
keit von 0,0001 cm/sec bewegt. Dann erhalten wir durch einfache 
arithmetische Berechnung, daB sich das Ion inder von Lucas angegebenen 
,minimalen* Zeit von 0,0076 sec um 7,6.10~7 cm bewegte. 


1 Nernst, Piliigers Arch. 122, 1908. 
2 Keith Lucas, Journ. of Physiol. 37, Nr. 3, 1908. 
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Nach Nernst geht das lon durch die halbdurchlissige Membrane 
hindurch, wahrend das entgegengesetzt geladene Ion nicht hindurchgeht. 

Man kann sich vorstellen, daB die Dauer des Durchganges durch 
die Dicke der Membrane der ,,minimalen™* Zeit gleich ist. 

Wir sehen jedoch, daB der vom O H’-lon in dieser Zeit zuriickgelegte 
Weg 7,6.10 7em betragt. 

Und folglich hat die Dicke der Membrane dieselbe GréBe (fiir 
das H’-lon etwas mekr). ; 

Wie groB ist nun! die Dicke der Membrane und aus wie vielen 
Eiweibstoffmolekiilen oder anderen Stoffen besteht sie? 

Zur Beantwortung dieser Fragen wollen wir aus den physikalischen 
und chemischen Literaturquellen! die Grenzwerte der Durchmesser 
der verschiedenen Atome und Molekiile entnehmen. 


Tabelle 11. 
Der Durchmesser der Molekiile. 





Nr Lange in cm 
] SEI Sen ene ere ere ee ee .. 
2 ee oy a ae ae ee 1,6.10-7 
3 Entfernung zwischen zwei Wassermolekilen . . 0.4.10-7 
4 Goldteilchen in der Goldsuspension 5 bis 12.107 
5 Platinteilchen in der Platinsuspension 5 10-6 
6 Hamoglobinmolekile . Ss . 
7 Starkemolekiile 5 .10°7 
8 Kaseinmolekil lee a ee ee ae eee 1.5.10 
9 Zellulosefadchen (nach Roéntgenuntersuchungen ) s 10-8 
10 Palmitinsaure . 24.1077 
11 Tristearin . . 2,5 .10-7 
12 Myrizylalkohol 41.1077 
13 Gelatinmicellen . . . 1 10-4 


Aus dieser Tabelle sehen wir, daB der Durchmesser der Molekiile 
der GréBe nach dem von uns gefundenen Wert des vom Ton zuriick- 
gelegten Weges sehr nahe steht. Natiirlich kann man sagen, dab alle 
Bestimmungen der Durchmesser der Molekiile durch die Physiker 
nicht exakt, sondern nur annahernd sind und sie eigentlich nicht so 
sehr den Durchmesser des Molekiils, als vielmehr die Entfernung der 
Wirkung eines Molekiils auf das andere bestimmen. 

Jedenfalls kann man sich vorstellen, daB das lon unter dem EinfluB 
des elektrischen Impulses bei Entstehung der Nervenerregung nicht durch 
die Dicke der Membrane, welche aus sehr vielen Molekiilschichten 


1 Landolt-Bérnsteins Tabellen; FE. Rideal, An introduction to surface 
chemistry, Cambridge 1926; J. Katz, Die Quellung, Ergebn. d. Naturw. 
Berlin 1924. 
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besteht, sondern nur durch eine der Linge des Durchmessers eines ode: 
einiger Molekile gleiche Entfernung hindurchgeht. 

In unseren friiheren Arbeiten haben wir gezeigt, da die Ver- 
anderung der Ionenkonzentration in Gallerten an der Grenze zweic: 
Schichten von verschiedener Dichtigkeit stattfinden kann. Daher kann 
man sich die Entstehung des Erregungsprozesses auch ohne spezifiscl: 
semipermeable Membranen vorstellen. Oder die Dicke dieser Mem 
branen ist auBerordentlich gering und besteht nur aus einem ode 
einigen Molekiilen. 

Zusammenfassung. 

In dieser Arbeit wurde auf Grund experimenteller Ergebnisse 
der von dem OH’-Ion unter dem Einflu®B des elektrischen Impulses 
bei Entstehung der Nervenerregung zuriickgelegte Weg berechnet 
Dieser Weg ist gleich 7,6.10~* em, was ungeféhr dem Durchmesse: 
eines Himoglobin- oder Starkemolekils entspricht. Auf Grund dessei 
entsteht eine neue Auffassung der Natur und Dicke der semipermeablen 
Membranen in erregbaren Geweben. 

Zum SchluB spreche ich dem Direktor des Instituts, Prof. P. P 
Lasarew, meinen tiefgefiihlten Dank fiir das meiner Arbeit geschenkte 
stindige Interesse aus. 
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Uber die relative Belastung der Molekel bei den Alkoholen, 
Aldehyden, Ketonen und Kohlenhydraten und das Lésungs- 
vermégen derselben. 


Von 
M. A. Rakusin (Moskau). 


(Eingegangen am 8. Juli 1930.) 


Fiir die aliphatischen Alkohole als Lésungsmittel (Solventien) 
sind zwei Eigenschaften charakteristisch: 1. die Neigung zur H ydrat- 
bildung und 2. die Hydroxylbelastung der Alkyle bei den wasserfreien 
Alkoholen. Wie bei den anorganischen kiinstlichen (1) und natiirlichen (2) 
Kristallhydraten ist auch bei den organischen die relative Belastung der 
Anhydridmolekel tiberaus charakteristisch: auch hier ist die Bestdandigkeit 
um so geringer, je gréBer die H, O-Belastung des Anhydrids, woriiber ich 
an anderem Orte ausfiihrlich berichten werde. Im Einklang mit der eben 
ausgesprochenen Regel steht die Tatsache, daB auch die aliphatischen 
Alkohole Kristallhydrate geben, deren Bestandigkeit mit dem Mole- 
kulargewicht des Alkohols steigt (3), so daB z. B. das Hydrat des Penta- 
methyldthols (Anhydridbelastung nur 7,75°.,) sogar unzersetzt fliichtig 
ist, worauf Butlerow (4) bereits 1875 hinwies. — Was nun die H ydroxyl- 
belastung der Alkylgruppen bei den Alkoholen anbetrifft, so ist leicht 
einzusehen, daB dieselbe unzweifelhaft das Lésungsvermégen der 
Alkohole bedingt, denn ein Alkohol erweist sich als desto besseres 
Lésungsmittel (Solvens), je gréBer die OH-Belastung ist, wie aus 
folgender Zusammenstellung erhellt: 


Alkohole : 
H.OH, CHs.OH, C,H,;.OH, C3;H,.OH, €,H,.OH, C;H,,.0OH 
OH-Belastung : 
1700% 113,38% 58,62 % 39,53 % 29,82 % 28,94 °% 


Man sieht, wie rasch die OH-Belastung vom nichtexistierenden, 
nichtassoziierten Wasser, als erstem aliphatischem Alkohol, bis zum 
Amylalkohol abnimmt; ob aber auch das Lésungsvermdgen im selben 
Tempo abnimmt, ist fraglich, denn Amylalkohol erwies sich in bezug auf 
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einige Salzhydrate der Schwermetalle als vorziigliches Lésungsmittel (3 
Dab aber das Losungsvermégen mit sinkendem Molekulargewicht de: 
Alkohole wachst und im nichtassoziierten Wasser das Maximum erreicht, 
liegt auf der Hand. Es ware wohl von Interesse, diese Regel an 
individuellen Substanzen unter gleichen Versuchsbedingungen genaue! 
zu studieren. 

In der Tabelle | wurde fiirs erste von Poly- bzw. Isomerie absichtlich 
abgesehen. Auch ist nicht auBer acht zu lassen, dab die angefiihrten 
sechs Alkohole durchweg Hydrate bilden, wobei fiir die ersten drei 
aliphatischen Alkohole die nur in Lésung existierenden T'rihydrate (3) 
besonders charakteristisch sind. Das H,O . 3 H,O ist natiirlich das, 
was man als assoziiertes (polymerisiertes) Wasser auf Grund seiner 
physiko-chemischen Natur bezeichnet. 

Dab alle diese Hydrate von gesdttigten Alkoholen, von denen die 
ersten drei stark tiberlastete Perhydrate waren und die letzten drei nur je 
1, Mol. aqua enthalten, keine stéchiometrischen Gebilde reprasentieren, 
versteht sich von selbst. 

Von den mehrwertigen Alkoholen \ehrt der Versuch (3), dab das 
Lésungsvermégen mit der Anhdufung von OH-Gruppen steigt, was ebenfalls 
auf die OH-Belastung der Molekel zuriickzufiihren ist, wie man aus 
folgenden Daten ersieht : 


a) Zweiwertige Alkohole. CH,.(QH), C,H,. (OH), 
OH-Belastung. . . . 242,85°,, 121,42°, 
b) Dreiwertige Alkohole. C,H, . (OH), 
OuH-Belastung. ... 124,38°,, 


Die Daten dieser Tabelle sind iiberaus lehrreich: Man sicht ohne 
weiteres, daB dem theoretisch dem Formaldehyd entsprechenden H ydrat 
das héchste Lisungsvermégen zukommt. Diese Voraussagung der Theorie 
findet auch in den Tatsachen Bestdtigung, denn neuerdings fand namlich 
R. Griin (5), daB z. B. eine 1° ,ige Formaldehyd-Lésung die Druckfestig- 
keit des Portlandzements schon nach 24stiindigem Lagern an feuchter 
Luft von 227 auf 23 kg/qem herabdriickt. Die Versuche Griins sind auch 
von hohem theoretischen Interesse, denn sie beweisen, daB in wdsserige) 
Lésung von Formaldehyd sein Monohydrat zweifellos existiert, was 
natiirlich auch auf anderem Wege nicht schwer zu beweisen sein wird 
Viel Licht in diese Versuche kann auch die Untersuchung der ein- 
getretenen Veranderung in der chemischen Beschaffenheit der Zemente 
bringen. 

Die in der Tabeile II angefiihrten zwei- und dreiwertigen Alkohole 
sind somit als Perhydroxyde anzusprechen. Beim Formaldehyd laBt sich 
iibrigens leicht beweisen, daB in wasseriger Lésung hier lediglich das 
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Perhydroxyd (OH-Belastung 242,85°,) und nicht das Kristallhydrat, 
HCHO. aqua (H,O-Belastung 60°), vorliegt, denn ein solches, zu den 
stabilen gehérendes H ydrat wiirde ohne jeglichen EinfluB} auf Zement 
bleiben miissen, wie tibrigens aus den Versuchen von Griin (siehe 
unten) hervorgeht. 


Die Tabelle II lehrt uns ferner, daBGlykol undGlycerin Perhydrox yde 
von fast gleicher O H- Belastungq, also fast gleichem Lésungsvermégen usw., 
reprasentieren ; so kommt es auch wahrscheinlich, daB Glykol namentlich 
in Amerika in den letzten Jahren vielfach an Stelle von Glycerin 
Anwendung findet. — Von mir aus méchte ich bemerken, da nach 
meinen noch nicht abgeschlossenen Versuchen (3) beide Alkohole 
Hydrate von Schwermetallsalzen mit auffallender Leichtigkeit lésen, 
und da hierbei keine Farbenanderung eintritt, miissen wir annehmen, 
da hier dieselben Ionen vorliegen wie in den wdsserigen Lésungen. 


Da Glycerin eine sehr groBbe Menge der verschiedensten an- 
organischen Substanzen zu ldsen vermag, ist eine lingst bekannte 
Tatsache, die mir erst jetzt klar wird und die natiirlich eben im Sinne 
der sch6nen Versuche von Griin von héchstem technischen Interesse 
erscheint. So konnte ich in den Handbiichern bis 1917 (6) nicht weniger 
als 26 anorganische, in Glycerin lésliche Substanzen (beide Ionen 
anorganisch) aufzihlen und durch meine eigenen Versuche vermochte 
ich diese Zahl bedeutend zu vergréBern. 


Zum SchluB der Betrachtungen iiber die OH-Belastung méchte ich 
bemerken, daB der Zusammenhang derselben mit dem fiir die Technik so 
wichtigen Erstarrungspunkt sehr wahrscheinlich erscheint, so da 
Untersuchungen eben in dieser Richtung in erster Linie vorgenommen 
werden miissen. 

Das auffallende Verhalten des Formaldehyds gegen Zement findet 
somit seinen Grund nicht in der Aldehydgruppe, sondern in der OH- 
Belastung des ,,Methylenglykols**', als welches Formaldehyd in wasseriger 
Lésung seine Wirkung auf Zement ausiibt. —- Das indifferente Verhalten 
des Acet- und Benzaldehyds gegen Zement beweist eben, dab diese zwei 
Aldehyde in wasseriger Lésung keine Anlagerung von OH-Gruppen 
erleiden. Aber wenn in wasseriger Lésung die Hydrate dieser Aldehyde 
vorhanden waren, so betrigt die OH-Belastung beim Acetaldehyd 
121,42°.,, gegentiber 242.85°,, beim Formaldehyd, und beim Benz- 
aldehyd nur 37,77°,.. Die Existenz von Chloralhydrat (H, O-Belastung 
12,0°,) lehrt uns aber, daB das Anhydrid bei geniigendem Molekular- 
gewicht Tragfahigkeit fiir Kristallwasser (7) gewinnt. 


1 Das erste Glied in der Reihe der Glykole ware eigentlich Wasserstoft- 
superoxyd, H,QO.. 
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Auch im Hydrat des Traubenzuckers (Anhydridbelastung 10° ,), 
das sich dem Zement gegeniiber wie H.CHO verhalt, haben wir 
ein prignantes Beispiel hierfiir, und die Ansicht Griins, da} auch hier 
die Aldehydgruppe fiir dieses Verhalten nicht verantwortlich ist, ist 
als durchaus begriindet zu erachten, wie aus folgenden Daten zu er- 
sehen ist: 

Hydroxylbelastung. 
C,H,,0, C,H,0,. H,O 
89,47 %, 150,63, 


Somit ist auch bei den Kohlenhydraten, unabhangig davon, ob sie 
Aldosen oder Ketosen sind, die Cberflutung der Molekel mit OH-Gruppen., 
lie in Lésung infolge der Bildung von Polyhydraten noch gréBer wird, 
die Ursache des enorm starken Lésungsvermégens. Offenbar sind auch 
Ketone hydratationsfihig, wenigstens wie das von Ssapoznikow (8) 
sowie von Varenne und Godefroy (9) am Aceton bewiesen wurde. Ssapoz- 
nikow spricht sich sogar fiir die Existenz der Monohydrate bei allen 
Ketonen aus. 

Die Auffassung der Cellulosen und Zuckerarten als ,,Kohlenhydrate* 
berechtigt uns, die kristallinen Vertreter derselben als intramolare 
Kristallhydrate (Endokristallhydrate), im Gegensatz zu den echten oder 
Exokristailhydraten, zu bezeichnen. Bei den Hydraten der Zuckerarten 
haben wir beide Arten der Wasserbindung, und die Réntgenoskopic 
solcher Gebilde wie Traubenzucker und dessen H ydrat, wird uns dariiber 
AufschluB geben, wie die Wassermolekeln innerhalb und auferhalb 
der kristallinen Zuckermolekel gelagert sind. 

Es sei zuletzt noch einmal ausdriicklich betont, dab nur der Zutritt 
des echten Kristallwassers, das unzweifelhaft nicht assoziiert ist, die Des- 
aggregierung, d.h. den mechanischen Zerfall des Stoffes, einleitet, die dann 
zur vollstandigen Auflésung desselben fiihrt. Das ist schon beispielsweise 
aus der starken Herabdriickung des Schmelzpunktes zu ersehen, die sich an 
unserem Beispiel des 7'raubenzuckers wie folgt gestaltet: 


Schmelzpunkt. 
C6 Hy20¢6 CgH 420.4. H2O 
146° 82° 


Bei den anorganischen Salzhydraten, wo das Anderungsgebiet der 
Schmelzpunkte ja weit gr6éBer ist, sind auch die Unterschiede zwischen 
den Schmelzpunkten der Hydrate und der zugehérigen Anhydride 
viel gréBer. Man bedenke nur, wie gering die Schmelzpunkte der 
Dekahydrate des Na,SO, und Na,CrO, im Vergleich zu denen der ent- 
sprechenden Anhydride sind, von denen das des Na-Chromats fast bei 
Zimmertemperatur schmilzt; neulich haben Redlich und Léffler (10) 
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den Umwandlungspunkt des Darapskits, Na,SO,. NaNO, .aqua, so- 
gar zu 13,1549 bestimmt, was natiirlich nur unser Interesse er- 





regen muB, obgleich man sie zum Teil auch durch die Phasenregel 
erklaren kann. 
Hand in Hand mit dem Sinken der Schmelzpunkte steigt bekanntlich | 
die Léslichkeit, was wiederum ein Ausdruck der desaggregierenden 
Wirkung des Wassers ist, das, wie gesagt, die hdchste OH-Belastung 
aufweist, und was wiederum im Einklang mit den Versuchen von 
Grin steht: so wird z. B. erklarlich, warum Ba-Chlorid (Anhydrid- 
belastung nur 17,3°,,) von geringster Wirkung auf Zemente ist. All 
diese Erscheinungen lassen sich somit nicht nur erklaren, sondern 
auch voraussagen. 


Wicl tig fiir unsere Betrachtungen sind die Beobachtungen von 
Grin an der Ovxvalsdure (H,O-Belastung nur 40°,), deren Wirkung 
sowohl auf Portland- als auf Hochofenzement kaum _ nenenswert 
ist. Auch das laéBt sich voraussagen, wenn man _ nur_ bedenkt, 
daB bei vorsichtigem Erhitzen das Dihydrat der Oxalsaiure sich sogar 
unzersetzt verfliichtigen 1iBt. So erscheint die Frage im Lichte der 
Theorie von der relativen Wasserbelastung der Molekel. Versuchen wir nun 
auch, die Theorie der relativen H ydroxylbelastung zu Hilfe zu nehmen. 
Bekanntlich suchten Mendelejew (11) und Geuther (12) unabhangig 
voneinander die Struktur des Ovxalsiure-Dihydrats als C,(OH), 
zu erklaren, was bis auf die jiingste Zeit keine Einwinde fand. Ware 
aber diese sinnreiche Formel richtig, so miibte die Oxalsiure als Per- 
hydroxyd mit der enorm hohen O H-Belastung von 425°, zu den besten 
Lésungsmitteln gehéren, was bekanntlich nicht der Fall ist. Mithin 
existiert das hypothetische C,(OH), selbst in wasserigen Oxalsdurelésungen 
nicht. Wir kommen somit zu dem vollig unerwarteten Schlub, dab die 
Formel des Kristallhydrats der Oxalsdure sowie des Kristalllrydrats einer 
jeden anderen chemischen Verbindung iiberhaupt sich strukturchemisch 
nicht aufbauen lapt, mag die Zahl der Kristallwassermolekeln ganz 
oder gebrochen, klein oder groB sein, eine Ansicht. zu der mehrere 
Forscher [(2) (7)] auf verschiedenen Wegen schon kamen. Ohne 
Molekulargewichtsbestimmung oder réntgenoskopische Untersuchung ent- 
behren alle soleche Versuche jeder Begriindung. 


Im Kristallsystem der Hydrate, und selbstverstandlich auch der 
entsprechenden Ammoniakate und Alkoholate, walten vorzugsweise 
Gesetze der Mechanik, wie das in so deutlicher Weise schon aus 
der von Rakusin (13) aufgestellten Gesetzmibigkeit, daB die Be- 
stindigkeit eines Hydrats um so grdper ist, je geringer die H,O-Be- 


lastung des Anhydrids, folgt, und die Annahme von Lembert (14), 
daB auf die Kristallhydrate das Coulombsche Gesetz anwendbar sei, 
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scheint gar nicht so kiihn zu sein, wie er es damals dachte. Der Unter- 
schied zwischen Kristall- und Konstitutionswasser soll aber nie auber 
acht gelassen werden, und der schéne Versuch von Wurtz (15), den Bau 
der Salzhydrate struktur-chemisch zu erklairen, auf den ich seinerzeit 
in der Literatur hinwies (16), ist und bleibt eine der schénsten Seiten 
in der Geschichte der Theorie der Bindung des Kristallwassers. 


Hiermit schlieBen wir fiirs erste unsere Betrachtungen iiber die 


relative OH- und H,O-Belastung der Molekel von organischen Verbin- 
dungen, die natiirlich auch auf andere Substituenten auszudehnen waren. 
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Uber die Phenolphthalin- und Brenzkatechin-o-carbonsiure- 
reaktionen zur Erkennung der .Aktivitit* von Mineralwiissern. 


Von 
L. Fresenius und H. Lederer. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium Fresenius, Wiesbaden. ) 


(Eingegangen am 9. Juli 1930.) 


Bei Untersuchungen iiber den Zustand des in Mineralwassern 
gelésten Eisens war von 0. Baudisch die Ansicht vertreten worden, 
da grundsatzliche Unterschiede zwischen dem Zustand desselben in 
natirlichen Mineralwassern und in kiinstlich hergestellten Lésungen 
nachweisbar seien. Urspriinglich stiitzte Baudisch diese Ansicht auf die 
Benzidinreaktion und auf das Verhalten gewisser Bakterien gegeniiber 
der angeblichen, besonderen aktiven Form des Eisens. Nachdem wir! 
und ebenso Simon und Kétschau? gezeigt haben, daB die Benzidin- 
reaktion eine reine Ferroionenreaktion ist, hat Baudisch neuerdings 
versucht, seinen Standpunkt, da®B sich die gelésten anorganischen 
Bestandteile eines Mineralwassers infolge ihrer Herkunft in einem 
gewissen labilen ,,aktiven’* Zustande befinden kénnen, der kiinstlich 
nicht reproduziert werden kann, durch Auffindung neuer Reaktionen 
zu stiitzen®. Wir haben die von Baudisch in seinen beiden Arbeiten 
angegebenen Reaktionen wiederholt und konnten feststellen, daB sie bei 
den von uns zum Vergleich benutzten Mineralquellen durchaus keine 
spezifischen Reaktionen geben. Wir konnten vielmehr die erhaltenen 
Reaktionen auch mit kiinstlich hergestellten Lésungen leicht reproduzieren. 
Wir stehen deshalb unverandert auf dem Standpunkt, dal das Vor- 
handensein eines nur in natiirlichen Mineralwdssern vorkommenden 


! Zeitschr. f. anorg. Chem. 160, 273, 1927: 166, 99, 1927. 

2 Ebendaselbst 164, 101, 1927. 

3 0. Baudisch u. H. v. Euler, diese Zeitschr. 212, 149, 1929; Zeitschr. 
f. wissensch. Baderkunde 3, 517, 1929. 
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, aktiven Zustandes der gelésten anorganischen Bestandteile, inshesonder: 
der Eisenverbindungen, nicht bewiesen ist. 


Wir berichten nachstehend iiber unsere Versuche. 


1. Versuche mit Phenolphthalin. 


Die Darstellung des Phenolphthalins erfolgt nach der auch von 
Baudisch benutzten Methode von A. v. Baeyer! durch Reduktion von 
Phenolphthalein mit Zinkstaub in Natronlauge. Die farblose alkalische 
Phenolphthalinlésung wird bekanntlich durch Wasserstoffsuperoxyd und 
sehr geringe Mengen von Blut sofort tief rot gefarbt, durch Bildung 
von Phenolphthalein. Auch Blut allein fiihrt in etwa fiinf Minuten zu 
einer mit der Zeit zunehmenden Rotfarbung. Die Farbung konnte auch, 
langsam eintretend, durch Platinstiickchen und Wasserstoffsuperoxvd 
und durch Wasserstoffsuperoxyd allein erhalten werden. Beim bloBen 
Stehen an der Luft tritt sie nur vereinzelt und ganz langsam auf. 


Die Phenolphthalinreaktion zeigt wie die Benzidinreaktion eine 
Abhaingigkeit von den Konzentrationsverhiltnissen der Versuchs- 
mischung. Die Lésungen diirfen nicht zu stark alkalisch sein, ebenso 
darf nur eine geringe Menge verdiinnter Wasserstoffsuperoxyd-Lésung 
(angewendet 1,5°,ig und 3°.ig) zugesetzt werden. Die Mengenver- 
haltnisse spielen auch bei Verwendung von Blut eine Rolle, wo das 
Ausbleiben der Reaktion oder ihre Verzégerung ebenfalls durch Konzen- 
trationsinderungen herbeigefiihrt werden konnte. In einigen Fallen 
konnte die zuerst ausgebliebene positive Reaktion nachtraglich dadurch 
hervorgerufen werden, da man mit Salzséiure bis zur sauren Reaktion 
ansdiuerte und dann Natronlauge in geringem Uberschub zusetzte. 
Die Reaktion tritt um so deutlicher in Erscheinung, je gréBer die 
angewandte Menge des gelésten Phenolphthalins ist (denn um so gréBer 
ist natiirlich die sofort durch Oxydation erhaltene Menge Phenol- 
phthalein). 


Bei Versuchen mit zwei Wiesbadener Quellen, dem Kochbrunnen 
und der Adlerquelle, die in der Weise ausgefiihrt wurden, daB das 
Wasser in offenen GefaiBen stehen blieb und aus ihnen taglich zur 
Anstellung der Reaktion entnommer wurde, konnte die Phenolphthalin- 
reaktion zehn Tage lang mit unverminderter Intensitat erhalten werden. 
Auch wahrend der folgenden fiinf Tage, an denen die Beobachtungen 
noch fortgesetzt wurden, trat sie noch immer deutlich auf. Infolge des 
ungehinderten Luftzutritts war nach einigen Tagen das Eisen vollig 
ausgefallen, so daB die Eisenreaktion mit Kaliumrhodanid nicht mehr 


1 Ann. d. Chem. 202, 80, 1880. 
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eintrat. Folglich muBte ein anderer Bestandteil des Mineralwassers die 
Reaktion herbeifiihren. Zur Aufklarung dienten folgende Versuche. 


1. Kiinstlich hergestelltes Ferrohydrocarbonat ergab nur in seltenen 
Fallen eine schwache Rottarbung. 


2. Kiinstlich aus Manganocarbonat durch Einleiten von Kohlen- 
dioxyd erhaltenes Manganobicarbonat ergab mit Phenolphthalinlésung 
und Wasserstoffsuperoxyd in allen Fdllen eine stark positive Reaktion, 
die deutlicher ausfiel, wenn die Versuchsmischung weniger stark 
alkalisch war. 

3. Eine Lésung von Manganobicarbonat in der im Kochbrunnen 
vorkommenden Konzentration ergab noch nach mehreren Tagen eine 
positive Reaktion. 

Damit ist bewiesen, daB als Aktivator fiir Phenolphthalin in alka- 
lischer Lésung das in den Mineralwdssern geléste Manganobicarbonat 
angeschen werden mup und daB kiinstliche Lésungen, die diese Reaktion in 
gleicher Weise zeigen, ohne weiteres hergestellt werden kinnen. 


Manganosulfat gibt mit alkalischem Phenolphthalin keine Reaktion, 
vielmehr fallt das Mangan sofort aus. Das besonders deutliche Auftreten 
der Phenolphthalinreaktion, ebenso wie der Benzidinreaktion bei 
Bicarbonaten, deren Kation oxydierbar ist, erklirt sich dadurch, 
daB bei den Bicarbonaten der Reaktionsverlauf stets relativ langsam ist, 
weil sich die entsprechenden Hydroxyde oder Carbonate nur zégernd 
bilden!. Beschleunigt man den Zerfall der Bicarbonate durch Zugabe 
von so viel Alkali, daB die vorhandene freie Kohlensaiure, mit der die 
Bicarbonate im Gleichgewicht stehen, sofort abgesattigt wird, so 
tritt weder eine Benzidin- noch eine Phenolphthalinfirbung ein, da 
beide die Gegenwart von Ferro- bzw. Manganoionen zur Voraussetzung 
haben. Da die Manganoionen unter den geschilderten Bedingungen auch 
in ganz schwach alkalischen Lésungen noch existenzfihig sind, kémnen 
sie in diesen noch katalytisch wirken, wahrend Ferroionen schon in die 
unwirksame Form iibergegangen sind. Nachdem wir diese Erfahrungen 
bei Benzidin gemacht hatten, wo ebentalls nur in schwach saurer 
Lésung die scharfste Reaktion mit Ferrobicarbonat erhalten wird, 
war anzunehmen, da unter geeigneten Versuchsbedingungen in 
kiinstlich aus metallischem Eisen und Koblensiure hergestellten 
Ferrobicarbonatlésungen auch die Phenolphthalinreaktion eintreten 


! Dariiber, daB die Reaktionen, an denen Kohlendioxyd beteiligt ist. 
haufig als Zeitreaktionen verlauten, findet sich wichtiges neues Material in 
der Arbeit von A. Eucken u. H. C. Griitzner, Zeitschr. ft. physik. Chem. 125, 
363, 1927. Vel. auch L. Fresenius, Zeitschr. f. wissensch. Baderkunde, 
5. Jahrg., Dezemberheft. 
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miibte. In der Tat gelang es, mit wasseriger Lésung eine positiv: 
Reaktion mit Ferrobicarbonat zu erhalten, wenn man eine verhiltnis 
maBig grobe Menge der wasserigen Phenolphthalinlésung in das Reagens- 


robr brachte, sehr wenig Wasserstoffsuperoxyd (einen Tropfen 1,5 ° , iges) 
hinzufiigte, dann etwas selbst hergestellte Ferrobicarbonatlésung 
zugab und schnell vorsichtig mit verdiinnter Natronlauge ganz schwach 
alkalisch machte. Auf diese Weise gelang es, das Ferroion noch zw 
Geltung zu bringen, ehe es als Ferriion qusgefallen war. Dasselbe 
Ergebnis konnte man erhalten, wenn statt der wisserigen essigsaure 
Phenolphthalinlésung angewandt wurde. 

Damit wire die Identitaét des Reaktionsmechanismus bei der 
katalytischen Wirkung der Mineralwasser auf Benzidin und auf Phenol- 
phthalin nachgewiesen. In beiden Fallen handelt es sich um eine 
sekundire Reaktion eines primiren Oxydationsvorgangs, dessen Re- 
aktionsgeschwindigkeit so weit verzégert ist, daB nicht gleichzeitig mit 
der Ladungsverinderung die molekulare Bindung des umgeladenen 
lons stattfindet. Manganoion ist mit Wasserstoffsuperoxyd in schwach 
alkalischer Lésung oxydierbar, ohne momentan auszufallen: in stark 
alkalischer Lésung fallt es sofort aus, in schwach saurer Lésung reagiert 
es nicht. Mit Ferrobicarbonat geht die Reaktion so vor sich, dab es in 
schwach saurer Lésung sich langsamer oxydiert als etwa Ferrosulfat: 
vor allem bleibt in .chwach saurer Lésung der ionisierte Zustand 
bestehen (Fe"*~ gibt ja ebenfalls eine positive Benzidinreaktion, und auch 
in sehr schwach saurem Medium fallt Ferrihydroxyd nicht sofort aus). 
Dagegen kann in alkalischer Lésung Eisen keine Reaktion induzieren, 
weil die Eisencarbonat- und -hydroxydbindung momentan verliuft. 
Also sowohl Eisen als auch Mangan verhalten sich in den Lésungen 
gegeniiber Phenolphthalin wie Benzidin in jeder Beziehung als Ion und 
nicht als komplex gebunden. Die betreffenden Reaktionen treten mit den 
in Frage stehenden Reagenzien so auf, wie dies theoretisch zu erwarten 
ist. Ein Unterschied im Auftreten der Reaktionen von Benzidin und 
Phenolphthalin, der fiir den Reaktionsmechanismus keine Bedeutung 
hat, ist bedingt durch die erforderliche Konzentration des Indikators. 
Die bei Benzidin benétigte Lésungsmenge kann im Gegensatz zu Phenol- 
phthalin sehr gering sein, da letzteres in Wasser weniger léslich, in 
Sauren aber unléslich ist. Diese Eigenschaft des Phenolphthalins, 
die sich bereits bei den Reagenzglasversuchen zeigte, konnte noch 
deutlicher bei Stromdurchgang beobachtet werden. Phenolphthalin in 
ammoniakalischer Lésung ergab sehr rasch an der Anode (natiirlich ohne 
Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd) prachtvolles Rot, das direkt an 
der Platinspirale besonders stark auftrat. An der Kathode und im 
Kathodenraum traten keine Veradnderungen ein. Dagegen zeigten 
wiasserige oder essigsaure Lésungen nach Ausschalten des Stromes und 
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Zusatz von Natronlauge an der Anode nur sehr schwaches Rot. Gab man, 
wahrend Strom durch die wasserige Lésung ging, einige Tropfen ver- 
diimnter Salzséure in jeden Schenkel des ElektrolysiergefiBes, so zeigte 
sich nur Triibung von ausgefallenem Phenolphthalin und keine Farbung 
mehr, da die Phenolphthalinkonzentration offenbar zu gering war. 
Die gleichen Versuche mit wasseriger Benzidinhydrochlorid- oder Ben- 
zidinbaselésung zeigten rasch ein tiefes Blau. Aus unseren Versuchen 
geht hervor, daB dit Phenolphthalinreaktion unter den von Baudisch 
angegebenen Bedingungen nicht durch Eisen, sondern durch das im 
Mineralwasser geléste Mangan hervorgerufen wird. Bei der kiinstlichen 
Herstellung entsprechender Lésungen ist also die in dem betreffenden 
Mineralwasser enthaltene Menge Manganohydrocarbonat in Lésung zu 
bringen, wobei sich dann zeigt, daB die Reaktionen von natiirlichem 
Mineralwasser und kiinstlichen Lésungen genau gleichartig ausfallen. 
Unsere Versuche haben iiberdies ergeben, daB die Phenolphthalin- 
oxydation ebenso wie die Benzidinblaubildung als sekundire Oxy- 
dationen bei der Oxydation von Ferro- oder Manganoion aufzufassen 
sind, also als ein katalytischer Vorgang im Sinne der Peroxydasewirkung. 


2. Versuche mit Brenzkatechin-o-carbonsiure. 

Auch Versuche mit diesem Reagens zeigten einwandfrei, dal} das 
Eisen in Mineralwassern nicht in einer besonderen Zustandsform 
vorhanden ist. 

Das Brenzkatechin-o-carbonsaiure-Praparat wurde von dem Labo- 
ratorium Dr. Fraenkel und Dr. Landau, Berlin, bezogen (Schmelzpunkt 
170°). 

Die Lésung wurde genau wie bei Baudisch 1°, ig hergestellt. 
Das von Baudisch! zu Versuchszwecken benutzte Coesawasser ent- 
spricht in seiner Zusammensetzung etwa dem Kochbrunnen. — Der 
Gehalt des Kochbrunnens an Eisen ist noch etwas geringer mit 0.0033 g 
in einem Kilogramm. 

Die Brenzkatechin-o-carbonsaure verhalt sich, wie die Gesamtgruppe 
dieser Kérper, Eisen gegeniiber so, dab sie mit dreiwertigem Eisen 
Farbverbindungen eingeht. Eine wasserige 1°,,ige Brenzkatechin-o- 
carbonsiure-Lésung verhalt sich zwei- und dreiwertigen Eisenver- 


0 


bindungen gegeniiber wie folgt: 


Mit Ferroion enthaltenden Lésungen gibt das Reagens keine 
sichtbare Farbreaktion. 


10. Baudisch u. Dav. Davidsohn, Arch. of Intern. Med. 40, 496 bis 
520, 1927: vgl. auch die oben genannten Arbeiten von O. Baudisch. 
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Mit Ferriion enthaltenden Lésungen bildet das Reagens in alka 
lischer Lésung hell- und tiefrote weitgehend lésliche Verbindungen 
in neutralen oder schwach sauren Lésungen hell- bis tiefblaue Ver- 
bindungen. In stark sauren Lésungen tritt keine Farbreaktion ein 
Blaue Eisen - Brenzkatechin - 0 -carbonsiure- Komplexe werden durch 
Ansiuern farblos. Ebenso kann die rote Verbindung im alkalischen 
Medium durch Ansauern zuniachst in den blauen, dann durch starkeres 
Ansiauern in den farblosen Zustand iibergefiihrt werden. Dieses Farben 
spiel kann ebenso in umgekehrter Reihenfolge wiederholt werden 
Durch Zusatz von Natriumbicarbonat oder Soda geht die saure, farblose 
Lésung zuerst in Blau, dann in Rot iiber. 


Da Ferroionlésungen im alkalischen Medium sofort oxydiert werden, 
tritt natiirlich die rote Lésung fast ebenso rasch auf wie mit Ferriion 
Dagegen bilden sich die blauen Reaktionsprodukte in neutraler ode: 
schwach saurer Lésung nur zégernd, eben in dem Mabe, wie Oxydation 
des Ferroions stattfindet. 


Beim Kochbrunnen erhielten wir unmittelbar nach der Entnahm: 
aus der Quelle eine positive Rotreaktion, diese fiel schwacher aus 
wenn der Versuch zehn Minuten nach Entnahme des Wassers wiederholt 
wurde. 


Wurden Proben in verschlossenen Flaschen ins Laboratorium 
gebracht und dort alsbald untersucht, so trat innerhalb der ersten 
Stunde nach der Entnahme eine positive Rotreaktion ein. Die Ferroion- 
reaktion war stets negativ, die Ferriionreaktion positiv. Bemerkenswert 
ist, daB die Ferriionreaktion mit Kaliumrhodanid unmittelbar nach 
Zugabe der Reagenzien nur schwach auftritt und dann an Starke 
zunimmt. Lie8 man das Kochbrunnenwasser in offenen Flaschen stehen, 
so traten zunichst noch etwa 30 Minuten lang positive Rot- und 
Ferriionreaktionen auf. Dann triibte sich das Wasser infolge Bildung von 
kolloidem Ferrihydroxyd und die Reaktionen traten nur schwach. 
spiter gar nicht mehr auf. Besser noch als am Kochbrunnen laBt sich 
der Mechanismus der Reaktion am Schwalbacher Stahlbrunnen mit 
seinem wesentlich héheren Gehalt an Ferrobicarbonat verfolgen 
Wahrend beim Kochbrunnen schon unmittelbar nach dem Zutagetreten 
die Oxydation der Ferroionen einsetzt, so dab, wie wir friiher zeigten. 
nach zehn Minuten tiberhaupt kein Ferroion mehr nachweisbar ist 
ist beim Stahl brunnen erst nach tagelangem Stehen an der Luft nur noch 
Ferriion nachzuweisen. Dementsprechend gibt Brenzkatechin-o 
carbonsaéure zunichst keine Reaktion. Blaufarbung tritt beim Stehen an 
der Luft nur langsam auf in dem MaBe, wie sich Ferriion bildet. Setzt 


man mit dem Reagens gleichzeitig Natriumbicarbonat zu, so wird dir 
Oxydation beschleunigt. Die Reaktion tritt rascher und intensiver auf 
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Die Farbe ist je nach dem erreichten py, d. h. je nach der Menge der 
Bicarbonatzusaitze, blau oder rot. LaBt man das Schwalbacher Stahl- 
brunnenwasser so lange stehen, bis alles Eisen als Ferrihydroxyd aus- 
gefallen ist, so tritt naturgemab keine Farbreaktion mehr ein. Allmahlich 
reagiert allerdings der Niederschlag beim Aufwirbeln auch mit der 
Brenzkatechin-o-carbonsaure. 

Kiinstliche Lésungen von Ferrobicarbonat verhalten sich genau so 
wie der Stahlbrunnen, d. h. der Eintritt der Farbreaktion hangt davon 
ab, ob sich Ferriion gebildet hat, die Farbe (blau oder rot) vom py-Wert 
Da die Reaktion stets nur mit Ferrisalzen eintritt, gestattet sie keinerlei 
Aussagen iiber den Zustand der Ferroionen in den natiirlichen Mineral- 
wassern. Dagegen kann man, je nachdem ob sie in alteren Mineralwiissern 
rascher oder langsamer oder gar nicht eintritt, gewisse Schliisse auf den 
Zustand der Ferriionen ziehen. Solange noch Ferriionen in merklicher 
Menge vorhanden sind, tritt die Farbung sofort ein, dann um so lang- 
samer, je weitergehend die Ausflockung erfolgt ist. Grobe Suspensionen 
und Niederschlige reagieren nur ganz langsam, wie sie ja auch die 
Rhodanreaktion nur langsam geben. 

Wir haben diese Verhaltnisse an FerrisalzlOsungen von verschie- 
denem Gehalt und an alteren Kochbrunnenproben eingehend studiert, 
sehen aber von der Wiedergabe der Versuchsprotokolle im Interesse der 
Raumersparnis ab. In allen Fallen bestatigen unsere Beobachtungen die 
vorstehenden Angaben. Besonders erwahnenswert erscheint uns, 
daB man die blauen und roten Farbungen, wenn auch etwas verzégert, 
auch mit Suspensionen von Ferrihydroxyd stets erhalt, sogar wenn man 
24 Stunden alte Ferrihydroxydniederschlage verwendet. 

Das Entscheidende ist, daB~ auch beziiglich der Reaktion mit 
Brenzkatechin-o-carbonsaure keinerlei prinzipieller Unterschied zwischen 
natiirlichen Mineralwissern und kiinstlichen Lésungen besteht. Wir 
sind der Uberzeugung, daB man auch bei allen anderen etwa noch in 
Betracht kommenden Farbreaktionen zu entsprechenden Ergebnissen 
kommt, wenn man nur, ahnlich wie es nun von uns fiir die Reaktionen 
mit Benzidin, Phenolphthalin und Brentkatechin-o-carbonsaure  ge- 
schehen ist, die Bedingungen fiir das Eintreten der Reaktionen aus- 
reichend untersucht und unter genau definierten Bedingungen arbeitet. 
Unter Umstanden sind natiirlich auch noch andere Stoffe als Ursache 
katalytischer Erscheinungen zu beriicksichtigen, so insbesondere 
Kupfer (auch in kleinsten Mengen) und Jod!. 


! Vgl. unsere demnachst in der Zeitschr. tf. anorg. Chem. erscheinende 
dritte Mitteilung tiber die katalytischen Eigenschatten der Mineralwasser und 
unsere Versuche an der Adelheidquelle in Heilbrunn. (V. d. Zentralstelle fiir 
Balneologie, N. F., Hett 17, 1930.) 
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Die Bedeutung der katalytischen Wirkungen der Mineralwasser 
wird im tibrigen dadurch nicht vermindert, daB sie eine unkomplizierte 
Erklarung finden und sich in die allgemeinen Erfahrungen der an- 
organischen Chemie, in deren Gebiet sie ja fallen, einreihen lassen. 


Zusammenfassung, 

Es wird gezeigt, daB sich die Erscheinungen, die man mit den 
Phenolphthalin- und Brenzkatechin-o-carbonsaure-Reaktionen, in nat iir- 
lichen Mineralwassern erhalten kann, auch in kiinstlichen Lésungen 
reproduzieren lassen. Die Reaktionen geben keinerlei Anhalt dafiir, 
daB in den natirlichen Mineralwassern ein besonderer aktiver Zustand 
der gelésten, anorganischen Bestandteile besteht. 


(Vorstehende Untersuchung wurde mit den Mitteln des Stadtischen 
Instituts fiir Baderkunde und Stoffwechsel in Wiesbaden ausgefiilrt.) 











Studien iiber parenterale Resorption. 
‘ 


V. Mitteilung: 


Uber die Resorption des Farbstoffs Trypanblau aus dem subkutanen 


Bindegewebe. 


Ve mn 
N. Okuneff. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie an der Militaér-Medizinischen 


Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 9. Juli 1930.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Die vorliegende Arbeit stellt eine Fortsetzung der von mir vor einigen 


Jahren in dieser Zeitschrift veréffentlichten Untersuchungen iiber die 
parenterale Resorption des kolloidalen Farbstoffs Trypanblau dar!?. 


Es schien mir namlich interessant, die beiden Hauptarten der paren- 


teralen Resorption 
Bindegewebe 
vergleichen. 


aus der Bauchhéhle und aus dem subkutanen 


miteinander vom quantitativen Standpunkte aus zu 
Experimentelle Untersuchungen in dieser Richtung 


scheinen auch dadurch berechtigt zu sein, da die Resorption von 
kolloidalen Stoffen aus der Subcutis trotz theoretischem Interesse und 
praktischer Bedeutung dieser Frage bis jetzt recht wenig erforscht ist. 


Angaben iiber die subkutane Resorption von Kolloidstoffen finden wir 
noch in den alten Arbeiten von Starling*, Hamburger®, Wessely* u. a. Die 
quantitative Seite der Frage blieb aber von den genannten Vertassern unbe- 


riicksichtigt. 


Bouffard? stellte als erster fest, daB in die Subcutis injizierter 


kolloidaler Farbstoff im Blute kolorimetrisch nachgewiesen werden kann. 
Dem genannten Verfasser fiel es besonders auf, daB der Farbstoff sich im 
Blute auBerordentlich langsam anreichert; den maximalen Farbstoffgehalt 
im Blute konnte er nur am Ende des ersten Tages beobachten. In den 


' N. Okuneff, diese Zeitschr. 147, 103, 1924; 149, 534, 1924; 161, 1, 1925; 
168, 251, 
E. Starling, Journ. of Physiol. 16, 224, 1894; 22, 1897/98. 

H.J. Hamburger, Osmotischer Druck und Tonenlehre, Bd. I], 1904. 
K. Wessely, Arch. tf. exper. Pathol. u. Pharm. 49, 1903. 
Bouffard, Annales de l'Institut Pasteur 20, 1906, 
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zahlreichen Versuchen iiber die Vitalfarbung mit kolloidalen Farbstoffen (siehe 
Goldmann', Schulemann? u. a.) erwies es sich, daB diese Farbstoffe von det 
Subkutis aus bedeutend langsamer als aus der Bauchhéhle resorbiert werden. 
v. Méllendorff* versuchte die Anreicherung von Trypanblau im Blute bei 
subkutaner Resorption quantitativ zu verfolgen. Nach seinen Beobachtungen 
tritt das Maximum des Farbstoffgehalts im Blute in den ersten Stunden 
nach der Injektion auf. Die Abwanderung des Farbstoffs aus dem Blute sol] 
sehr langsam geschehen, so daB eine deutliche Verminderung des Farbstoft- 
gehalts im Blute erst 20 Stunden nach der Einfiihrung beobachtet 
werden kann. Von den neueren Arbeiten sei auf die von Bernhardt und 
Strauch* hingewiesen. Die Vertasser kommen zum SchluB, daB kein be 
deutender Unterschied zwischen der Resorption von Farbstoffen aus det 
Bauchhéhle und aus der Subeutis besteht. Die vor kurzem erschienenen 
Arbeiten von Natori®, Kaiser®, Donath und Tanne? u. a. haben zur betretfen- 
den Frage nur eine geringe Beziehung, da sie die parenterale bzw. subkutane 
Resorption von vorwiegend kristallinischen Farbstoffen bzw. Substanzen 
behandeln. 
Eigene Untersuchungen. 


Methodik. 


Die Methodik der Einfiihrung der Farbstottlosung, der Blutentnahme 
und -untersuchung war in den Hauptziigen dieselbe wie in meinen triheren 
Versuchen (siehe |. ¢.). Die Trypanblaulésung wurde erwachsenen Kaninchen 
zu beiden Seiten der Wirbelsiule, etwa 3 bis 4 ¢m von derselben entfernt. 
im Gebiete der Lumbalwirbel in die Subkutis eingefiihrt. Blutunter- 
suchungen wurden in der Mehrzah] der Versuche 30 Minuten, 1, 3, 4 und 
6 Stunden nach der Injektion des Farbstoffs vorgenommen, in einzelnen 
Versuchen auch hauftiger (siehe unten). In allen Fallen wurden parallele 
Versuche unter normalen und abnormen Bedingungen an einem und 
demselben Tier angestellt, wobei zwischen den einzelnen Farbstoffinjektionen 
eine Zeitperiode von acht bis zehn Tagen vertloB. Als Versuche unter 
normalen Bedingungen bezeichnete ich solche, in welchen gesunden, er- 
wachsenen Kaninchen 1°, ige Trypanblaulésung (in destilliertem Wasser) 
subkutan eingefiihrt wurde. Nach acht bis zehn Tagen wurden denselben 
Versuchstieren ebenso groBe Farbstotfmengen injiziert, diesmal jedoch nach 
der 6rtlichen Applikation von Kalte und Wirme, Senfpflaster sowie nach 
Adrenalin- bzw. Terpentinélinjektion. Im ganzen wurden von mir 25 Ver- 
suche angestellt. 


1. Subkutane Trypanblauresorption unter normalen Bedingungen. 


Zu dieser Versuchsgruppe gehéren elf Versuche, in denen Blutunter- 
suchungen 30 Minuten, 1, 3, 4, 6, 8, 9, 24, 36, 48 und 72 Stunden nach det 
Farbstoffinjektion ausgefiihrt wurden. 


' BR. Goldmann, Bruns Beitr. z. klin. Chirurgie 64, 1909. 

2 W. Schulemann, diese Zeitschr. 80, 1917. 

3 W. wv. Méllendorif, Anatom. Anz. 58, 1, 1915/16. 

4 H. Bernhardt u. C. B. Strauch, Zeitschr. f. klin. Med. 106, 671, 1927. 
5 H. Natori, Acta dermatol. 6, 70, 1925. 

8 S. Kaiser, Monatschr. f. Kinderheilk. 30, 288, 1925. 

7 F. Donath u. B. Tanne, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 119, 


222, 1926, 
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Wie die unten angefiihrte, dem Versuch 5 entsprechende Kurve 
in Abb. 1 zeigt, kann man bei subkutaner Trypanblauresorption auf 
der Kurve des Farbstoffgehalts des Blutes dieselben drei Hauptperioden 
unterscheiden, die ich auch bei der intraperitonealen Resorption 
Farbstoffs beobachtet habe (siehe |. ¢.), namlich: 1. das An- 
wachsen der Farbstoffmenge im Blute wahrend der ersten Zeit nach 
Injektion, 2. den maximalen Farbstoffgehalt des Blutes und 
3. die allmahliche Abnahme des Farbstoffgehalts in der spaiteren Zeit 
nach der Injektion. Das Anwachsen des Farbstoffgehalts des Blutes 
geschieht bedeutend langsamer als nach der intraperitonealen Ein- 
fiihrung desselben Farbstoffs. Wahrend im letzten Falle die stark 




















Abb. 1 


Auf der Abszisse sind Stunden aufgetragen, auf der Ordinate der Prozent- 

gehalt an Farbstoff im Gesamtblut, bezogen auf injizierte Farbstoffmenge 

Ausgezogene Kurve = Menge des Farbstotfs im Blut nach der Injektion 

des Farbstoffs subkutan, punktierte Kurve Farbstotfmenge im Blute 
nach intraperitonealer Injektion. 


ausgesprochene Farbstoffanhiufung im Blute im Laufe der ersten 
2 Stunden nach der Injektion geschieht, fand ich in den Versuchen 
mit der subkutanen Trypanblauresorption fiir die Dauer der ent- 
sprechenden Periode folgende Werte: 4 Stunden in sechs Versuchen, 
5 Stunden in drei Versuchen und 3 und 6 Stunden in je einem Versuch. 
Ebenso wie in den Versuchen mit der intraperitonealen Resorption 
beobachtete ich auch bei subkutaner Resorption von Trypanblau, 
daB das Anwachsen der Farbstoffmenge im Blute am schnellsten gleich 
nach der Injektion und dann immer langsamer geschieht. Der maximale 
Gehalt von Trypanblau im Blute ist bei der subkutanen Einfiihrung 
deutlich niedriger als bei der intraperitonealen (vgl. Kurve Abb. 1). 
So betrugen die maximalen Werte des Farbstoffgehalts bei subkutaner 
Einfiihrung etwa 15 bis 25°, der eingefiihrten Menge, wahrend ich bei 
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intraperitonealer Einfiihrung 20 bis 35°, fand (vgl. Lc.). Jedoc! 
bleibt der maximale Farbstoffgehalt des Blutes linger bestehen als 
nach der Injektion in die Bauchhéhle (2 bis 3 Stunden statt 1 bis 
1'., Stunden im letzten Falle). Endlich vollzieht sich in der dritten 
Periode die Abnahme des Farbstoffgehalts des Blutes bei subkutane: 
Injektion deutlich langsamer als bei intraperitonealer: am dritten 
Tage nach der Injektion ist das Blut fast ebenso reich an Farlh 
stoff wie wahrend der ersten Stunden, am vierten Tage betriigt 
der Farbstoffgehalt des Blutes etwa 6°, der eingefiihrten Far! 
stoffmenge. 


Somit folgt aus meinen Versuchen, da die Anhaiufung des kolloi 
dalen Farbstoffs Trypanblau im Blute bei subkutaner Injektion grole 
Ahnlichkeit mit demselben ProzeB bei der Injektion in die Bauch 
héhle zeigt. Der Unterschied ist in diesen beiden Fallen num 
ein rein quantitativer, insofern bei subkutaner Einfiihrung de: 
ganze ProzeB der Farbstoffanhiufung sich durch niedrigere Werte 
kennzeichnet. 


Der Vergleich der von mir erhaltenen Resultate mit Literaturangaben 
ergibt folgendes. In den an Miusen ausgefiihrten Versuchen v. M6éllendor//s 
(1. ¢.) trat das Maximum des Farbstoffgehalts des Blutes etwas friiher ein und 
dauerte linger als in meinen Versuchen. Da aber bei v. Méllendorff direkte 
Farbstoffbestimmungen im Blute fehlen, so ist der Vergleich seinerAngaben 
mit den meinigen kaum méglich. Ubrigens gibt Bouffard (1. ¢.) eine noch 
spiitere Frist fiir das Farbstoffmaximum an, als es in meinen Versuchen de: 
Fall war. Die Verschiedenheit der Versuchstiere kénnte dabei, wie auch im 
ersten Falle, von Bedeutung sein. Von Interesse kénnte endlich der Um- 
stand sein, daB das von mir gefundene Maximum des Farbstoffgehalts im 
Blute nach subkutaner Injektion von Trypanblau zeitlich demjenigen ent 
spricht, welches von manchen Forschern (Klapp', Achard und Castaign: 
u. a.) fiir einige kristallinische Stoffe gefunden wurde (mit Hilfe der Be 
stimmung im Harne). 


2. Uber den EinflugB des Adrenalins auf die subkutane Resorption des 
Farbstoffs Trypanblau. 

Den Versuchstieren wurde in die fiir die Farbstoffinjektion aus 
gewihlte Hautstelle Adrenalinlésung eingefiihrt (1: 1000) in der Menge 
von | bis 1,5cem. Die Injektion von Trypanblau erfolgte zehn Minuten 
nachher. 

Die Resultate der hierzugehérigen Versuche zeigen, daB unter dem 
KinfluB des Adrenalins deutliche Verlangsamung der subkutanen 
Xesorption des Farbstoffs Trypanblau entritt (vgl. die Kurve in 


' Klapp, Arch. t. exper. Pathol. u. Pharm. 47, 1902. 
2 Achard u. Castaigne, Soc. med. des Hopitaux, 24. Februar 1897 und 
30. April 1899. 
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Abb. 2). Diese Verlangsamung zeigt sich sowohl in einem niedrigeren 
Farbstoffgehalt des Blutes (11°, statt der normalen 24°.), als auch 
in einer Verspatung des Auftretens des Maximums im Vergleich zu 
Kontrollversuchen (9 Stunden nach der Injektion statt 4). Besonders 
deutlich ist dieser Unterschied am Anfangsteil der Kurve des Farb- 
stoffgehalts im Blute zu sehen (vgl. Abb. 2). 





Abb. 2. 
Ausgezogene Kurve = normale Bedingungen der subkutanen Resorption von 


rrypanblau, punktierte = Gebrauch yon Adrenalin. Ubrige Bezeichnungen 
siehe auf Abb. 1, Niheres iiber Adrenalin im Text 


Zur Erklarung der beobachteten Resorptionsverzégerung durch 
\drenalin kénnte vor allem seine Eigenschaft herangezogen werden, 
die BlutgefaBe zu verengern. Auch die von manchen Verfassern an- 
genommene Permeabilitaétsverminderung durch Adrenalin (Lange!) 
darf nicht auBer acht gelassen werden. Doch sind die Ansichten betreffs 
der Wirkung des Adrenalins auf die Permeabilitaét nicht eindeutig, 
da einige Verfasser sogar von einer Permeabilitatsférderung durch 
Adrenalin sprechen (Wertheimer und Paffrath?). Uber die Be- 
deutung der Konzentration des Adrenalins siehe EF. Gellhorn und 
H. Gellhorn®. Uber die abschwichende Wirkung des “Adrenalins 
auf die Vitalfarbung siehe die Arbeiten von Sazl und Donath*, 
Wallbach® u. a. 


Die ausgesprochen resorptionsverzégernde Eigenschaft des Adre- 
nalins emem subkutan eingefiihrten kolloidalen Stoff gegeniiber kénnte 
auch eine gewisse praktische Bedeutung beanspruchen (Abschwachung 
der lokalen Resorption kolloidaler toxischer Substanzen). 


' H. Lange, Zeitschr. f. physiol. Chem. 120, 249, 1922. 

2 E. Wertheimer u. H. Paffrath, Piliigers Arch. 207, 254, 1925 

3 BE. Gellhorn u. H. Gellhorn, zitiert nach E. Gellhorn, Das Permea- 
bilitatsproblem, 1929. 

4 P. Sarl u. F. Donath, Verhandl. d. dtsch. Ges. f. innere Medizin 1925, 
S. 301. 

5 G. Wallbach, Zeitschr. f. exper. Med. 60, 709, 1928. 
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3. Uber die Beeinflussung der subkutanen Resorption von Trypanblau 


durch lokale Kalte- und Warmeapplikation. 


Zur Erzeugung eines lokalen thermischen Reizes gebrauchte ich eine: 
mit heiBem Wasser bzw. Vis gefiillten Gummisack, der auf die rasierte Haut 
obertliche des Versuchstieres im Gebiete der Injektionsstelie gelegt wurd« 
Wahrend des Versuchs betrug die Temperatur zwischen dem Sack und de1 
Haut + 35° bis + 45° bei Warme- und 9° bis 1° bei Kalteapplikation 
Die Dauer der Applikation des thermischen Reizes betrug im Durchschnitt 
45 Minuten fiir Kalte und 45 bis 75 Minuten fiir Warme. Die Farbstoft 
einfthrung erfolgte drei bis fiinf Minuten nach dem Anlegen des Gummisacks. 


Wie die Kurven in den Abb. 3 und 4 zeigen, tritt unter dem Einflul 
des lokalen thermischen Reizes eine deutliche Veranderung der sub- 
kutanen Resorption des kolloidalen Farbstoffs ein. 


x -—- 7 ' ' ' ‘ 7 


eae | Abb. 3 
tel 
T | Ausgezogene Kurve = normale 
| | Bedingungen der subkutanen 
Resorption von Trypanblau: 
punktierte lokale Warme- 
— . 
| applikation. 
Rhaausal Ubrige Bezeichnungen 
siehe Abb. 1. 
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Lokal angewandte Warme (Abb.3) verursacht deutliche Be 
schleunigung der Resorption des genannten Farbstoffs: die Kurve 
des Farbstoffgehalts im Blute steigt steiler an, der maximale Farbstoff- 
gehalt ist héher als im Kontrollversuch (etwa 32°, der eingefiihrten 
Menge statt 22°, in der Norm). 
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Im Gegenteil ruft die Kalte (Abb. 4) eine deutliche Verlangsamung 
der Resorption hervor: so fand z. B. in einem Versuch mit Kalte- 
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applikation wahrend der ersten halben Stunde fast gar kein Ubertritt 
des Farbstoffs in die Blutbahn statt, wahrend in der Norm zu derselben 
Zeit schon 10°, der eingefiihrten Farbstoffmenge im Blute nach- 
gewiesen, werden konnten. In der spateren Zeit fand ich im Blute 
maximal nur 15°, der eingefiihrten Farbstoffmenge, wihrend normal 
iiber 22°, festgestellt wurden. Der maximale Farbstoffgehalt im 
Blute trat nach Kalteapplikation auch viel spater als im Kontroll- 
versuch ein. 

Uber die Forderung der subkutanen Resorption durch lokale Warme 
applikation sowie itiber deren Verzégerung durch Kaltebehandlung 
gibt es in der Literatur mehrere Angaben. Schon Sassetzky! hat 
beim Anlegen warmer oder kalter Umschlige eine Beschleunigung oder 
Verlangsamung der subkutanen Resorption von Morphium, Pilocarpin, 


KJ und dergleichen beim Menschen beobachtet. Ahnliche Beob 
achtungen machte Kossa? an Kaninchen in bezug auf die subkutane 
Resorption von Cyankali. Vor kurzem wurde von Kusnetzowsky* 


gezeigt, daB  lokale Wirmeapplikation infolge  verstarkter Lymph- 
zirkulation den Transport grobdisperser Substanzen von der In 
jektionsstelle her in die regioniren Lymphdriisen sehr deutlich ver- 
starkt. 

Die von mir ausgefiihrten Versuche zeigen, dal die typische von 
verschiedenen Verfassern beobachtete Wirkung der Warme und 
Kalte sich auch, auf die subkutane Resorption eines kolloidalen 
Stoffes bezieht. 


Uber den Mechanismus der beobachteten Wirkung der lokalen 
Warme und Kalte auf subkutane Trypanblauresorption liBt sich nur 
so viel sagen, daB es sich wohl in diesem Falle in erster Linie um eine 
Anderung des lokalen Blutkreislaufs (arterielle Hyperimie, Andmie) 
durch die betreffenden Reize handelt. Natiirlich ist dabei auch die 
Méglichkeit der Beeinflussung des Resorptionsprozesses als einer 
physikalisch-chemischen Erscheinung durch die Temperatur selbst 
nicht ausgeschlossen. 


4. Uber die Beeinflussung der subkutanen Resorption von Trypanblau 
durch Senfpflaster. 

Auf die vorher rasierte Stelle des Riickens wurde ein kéufliches Sentf- 
pflaster (von der Gr6Be einer Spielkarte) gelegt und nach 10 bis 15 Minuten 
entfernt. Die Einfiihrung des Farbstoffs erfolgte 10 bis 20 Minuten nach dem 
Anlegen des Senfpflasters. 


' Sassetzky, St. Petersburger med. Wochenschr. 1880, Nr. 15. 
* Kossa, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 36, 1895. 
3 N. Kusnetzowsky, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 62, 44, 1928. 
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Wie an der Kurve der Abb. 5 zu sehen ist, verursacht die értliche 
Behandlung mit Senfpflaster eine gewisse Resorptionsférderun. 
Besonders am Anfangsteil der Kurve des Farbstoffgehalts im Blute 
ist der Unterschied von der Norm bemerkbar. Auch der Maximal- 
gehalt des Farbstoffs im Blute ist nach Senfpflasterapplikation héher 
als in der Norm (17,5 statt 15°.) und tritt friiher ein (11. Stunden 
nach der Injektion, in der Norm 3 bis 4 Stunden). 


Abb. 5 


Ausgezogene Kurve = normale 
Bedingungen der subkutanen 


> 
| 
| 
| 
| | | . 
} oo Sek See | a Resorption von Trypanblau ; 
| punktierte lokale Anwen- 





| 
| | | 
| | | { 4 ee A | dung von Senfpflaster 
| | } | | Ubrige Bezeichnungen 
a a | | ae Sk. Ee siehe Abb. 1. 
f 2 3 4 J 6 7 8 9g 
SSunden 


Im ganzen aber ist die Resorptionsheschleunigung durch Senf- 
pflasterapplikation weitaus nicht so stark ausgeprigt wie die ent- 
sprechende Beschleunigung durch Warme. Die Resorptionsférderung 
beim Gebrauch von Senfpflaster steht wohl in enger Beziehung zur 
gleichzeitig stattfindenden arteriellen Hyperaimie bzw. Verstairkung 
der Lymphzirkulation (Kusnetzowsky, |. c., Paschutin' u. a.). 


5. Uber die Resorption des Farbstoffs Trypanblau aus der Subaltis bei 
aseptischer Entziindung. 


Zum Hervorrufen einer aseptischen Entziindung wurde den Versuchs 
tieren subkutan 0,06 bis 0,2 cem Terpentiné] eingefiihrt, wid zwar in einer 
Gruppe von Versuchen unmittelbar, in einer anderen zwélf Stunden vor der 
Injektion des Farbstoffs. Die Terpentinél- und Farbstoffinjektion geschah 
immer in eine und dieselbe Hautstelle. 


Abb. 6. 
Ausgezogene Kurve = normale 
Bedingungen der subkutanen 
Resorption von Trypanblau; 
punktierte Kurve = gleich- 
zeitige Terpentindlinjektion 

(siehe Text). 
Ubrige Bezeichnungen 
siehe Abb. 1. 





' V. Paschutin, Arbeiten aus dem physiologischen Institut zu Leipzig, 
1872. 
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Die Kurven der Abb. 6 und 7 zeigen, daB die Resultate der Versuche 
in den beiden Versuchsgruppen verschieden waren. 

Wahrend in Versuchen, in welchen das Trypanblau unmittelbar 
nach dem Terpentinél injiziert wurde, eine deutliche Resorptions- 





forderung eintrat, wurden in den Versuchen mit spaterer Einfiibrung 
des Farbstoffs (12 Stunden nach der Terpentinélinjektion) entgegen- 
gesetzte Verhaltnisse beobachtet: die Resorption war im Vergleich 
zur Norm erheblich verlangsamt. 





Abb. 7 
\usgezogene Kurvye normale Bedingungen der subkutanen Resorption yon Trypanblau 
punktierte Kurve = Terpentindlinjektion 12 Stunden vor der Farbstoffeinfiihrung. Ubrige 


Bezeichnungen siehe Abb. 1. 


Die Beschleunigung der Resorption im ersten Falle war recht 
bedeutend: so fand ich im Blute statt der normalen 12 bis 16°,, der 
eingefiihrten Farbstoffmenge 28 bis 30°,. Es ist interessant, daB in 
spiterer Zeit dieser Unterschied von der Norm sich vollig ausgleicht. 
Die Resorptionsverlangsamung in der zweiten Versuchsgruppe duBerte 
sich durch folgende Werte: statt der normalen 17 bis 18 °,, der Farbstoff- 
menge im Blute wurden nur etwa 5 bis 6°,, beobachtet. In diesem Falle 
wird auch eine Verspdétung des Eintritts vom Maximum des Farbstoff- 
gehalts im Blute beobachtet: das Maximum tritt erst 6 Stunden, in der 
Norm 3 bis 4 Stunden nach der Injektion ein. 

Zur Deutung der beobachteten Erscheinungen kénnte man folgendes 
anfiihren: es liegt der Gedanke nahe, daB die Resorptionsférderung 
in der ersten Gruppe von Versuchen (Injektion von Trypanblau un- 
mittelbar nach Terpentin6l) auf die fiir das Anfangsstadium der Ent- 
ziindung so charakteristische arterielle Hyperimie zuriickzufiihren 
ist (s. oben). Die Verlangsamung der Resorption in Versuchen mit 
Kinfiihrung des Farbstoffs 12 Stunden nach der Terpentinélinjektion 
kénnte folgendermaBen erklart werden: Bekanntlich kommt es am Ent- 
zindungsort nach der Periode der arteriellen Hyperimie zur Verlang- 
samung des Blutstroms und spaterhin auch zur Exsudation. Die beiden 
eben genannten Erscheinungen wirken aber dem Ubertritt des Farbstoffs 
in die Blutbahn gerade entgegen. Sehr méglich, daB die Resorptions- 


verlangsamung in der zweiten Versuchsyruppe gerade auf diese Er- 





156 N. Okunetf: Parenterale Resorption. V. 


scheinungen zuriickzufiihren ist. Von diesem Standpunkt aus ist es 
auch verstandlich, weshalb die vorangehende ResorptionsfOrderung 
keine langdauernde ist (s. oben). 


Zusammenfassung, 

Die von mir ausgefiihrten Versuche zeigen, dai die Anhaiufung 
des Farbstoffs Trypanblau im Blute bei subkutaner FEinfiihrung 
keine so erheblichen Werte erreicht wie bei intraperitonealer Injektion. 
Der Grund dieses Unterschiedes liegt wohl in anatomischen Verhalt- 
nissen (grobe Oberflaiche des Bauchfelles und relativ enge Bindegewebe- 
spaltert in der Subcutis). Auch die tiberaus reiche Versorgung des 
Bauchfelles mit LymphgefaBen (besonders an der Zwergfelloberflache 
kénnte dabei von Bedeutung sein. Trotz dieses deutlichen quanti 
tativen Unterschiedes besteht im Kurventypus der beiden Arten det 
parenteralen Resorption von Trypanblau doch eine groBe Ahnlichkeit, 
was mir in mancher Beziehung interessant erscheint. Diese Ahnlichkeit 
des Kurvenverlaufs kénnte nimlich zur Vermutung fiihren, dab den 
heiden Arten der parenteralen Resorption dhnliche physiologische Vor- 
gdnge zugrunde liegen. Diese letzteren waren vor allem in der Be- 
teiligung des LymphgefiBsystems an der parenteralen Resorption 
von Trypanblau zu suchen (vgl. meine erste Mitteilung, 8S. 107). 

Ein anderes Ergebnis meiner Versuche ist die deutlich aus- 
gesprochene Beeinflussung der subkutanen Resorption des Farbstoffs 
Trypanblau durch Warme-, Kalte-, Adrenalin- und Senfpflaster- 
applikation. In allen diesen Fallen handelt es sich wohl vor allem 
um Anderungen des lokalen Blut- und Lymphkreislaujs, die die lokalen 
Resor ptionserscheinungen stark beeinflussen. 

SchlieBlich zeigen die Versuche iiber subkutane Resorption des 
Farbstoffs Trypanblau aus einem Entziindungsherd, daB in dieser Be 
ziehung ein groBer Unterschied zwischen den verschiedenen Stadien des 
Entziindungsprozesses besteht (Fdrderung des Resorptionsprozesses an 
Anfang, Verzégerung in den spdteren Stadien). Es mub aber beachtet 
werden, daB in verschiedenen Bezirken des Entziindungsherdes ver- 
schiedene Blutkreislaufst6érungen gleichzeitig auftreten: wahrend im 
Zentrum des Entziindungsherdes hochgradige Exsudation neben Blut- 
kreislaufverlangsamung besteht, finden an der Peripherie noch Er- 
scheinungen von entziindlicher Hyperamie statt. Die Resorptions- 
bedingungen kénnen an diesen beiden Stellen diametral verschieden sein 
Die Verlangsamung der Resorption im Entziindungsherd kann auch als 
eine Schutzwirkung der Entziindungsreaktion angesehen werden: die An 
haufung im Blute von toxischen, im Entziindungsherd sich befindenden 
Substanzen ist dadurch erheblich beeintrachtigt. 
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Vorschlige zur Verbesserung der Finrichtung 
fiir die Hochvakuumdestillation. 


Von 


1+ 


Sigmund Frinkel und Hermann Mathis. 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig-Spiegler-Stiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 11. Juli 1930.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Es ist nicht der Zweck dieser Zeilen, das gesamte Gebiet der 
Hochvakuumdestillation, die fiir die biologische Chemie von so hervor- 
ragender Bedeutung ist, zu behandeln, sondern wir wollen nur kurz iiber 
unsere Erfahrungen mit den gebraéuchlichen Apparaturen und die von 
uns als zweckmaBig befundenen Abanderungen berichten. 

Wir verwendeten vorerst als Destillationskolben den Claisen- 
Kolben in seiner hergebrachten Form mit dem zugeschmolzenen 
Zentralturm. Da wir mit hochsiedenden Fliissigkeiten arbeiteten, 
muBten wir bald erfahren, da der Gummistopfen im Seitenturme, 
in dem das Thermometer steckt, von der Fliissigkeit bzw. den Dampfen 
erreicht und angegriffen wurde. 

Diesem Ubelstande halfen wir einfach dadurch ab, daB wir den 
Seitenturm um einige Zentimeter verlangern lieBen, so daB nun der 
Gummistopfen in den kalten Anteil des Glasrohres zu liegen kommt und 
ihn die Dampfe kaum mehr erreichen kénnen. 


Die Verwendung des Claisen-Kolbens mit zugeschmolzenem 
Zentralturm erwies sich natiirlich dort als ausgeschlossen, wo es sich 
darum handelte, ein indifferentes Gas durch die Apparatur zu senden, 
wenn die zu destillierende Substanz trotz Einbringens von Kapillaren, 
Siedesteinen aus Ton usw. starkes StoBen oder Siedeverzug zeigte, 
insbesondere, wenn bei der Destillation die zu destillierende Substanz 
iiberschiumte und durch das ganze System hiniiberschoB. 


Wir haben daher in den Zentralturm eine fast bis zum Boden des 
Destillationskolbens reichende Kapillare eingeschmolzen und auf diese, 
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da beim Einlassen von Luft oder bei einer Druckschwankung manchm 
die Fliissigkeit in der Kapillare wieder anstieg, ein glasernes, ei 
geschliffenes Riickschlagventil gesetzt (Abb. 1 und 2). 
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Abb. 1 Abb. 2 
R Riickschlagventil 


Die Konstruktion des Kolbens ist aus den Bildern ohne weiteres 
ersichtlich; wir zeigen zwei Varianten des Riickschlagventils, welche auf 
die Kapillare aufgesetzt sind, ferner den tiberhéhten Seitenturm. 

Fiir das Auffangen des Destillats im Hochvakuum sind eine Reihe 
von Hahnen beschrieben worden, von denen uns vorziiglich der Thorne- 
Hahn in seiner von Zdenko Skraup modifizierten 
Form gute Dienste leistete. Aber auch dieser hatte 
einige Nachteile, die wir zu beheben trachteten 
EKinmal steigt waihrend des Wechsels der Auffang- 
kélbchen der Druck im Destillationskolben stark 
an, da ja wahrend dieser Zeit der Kolben von 
der Luftpumpe durch den Dreiweghahn abge 
schaltet ist. So kommt es leicht zu unliebsamem 
StoBen und Schiumen, wenn die Luftpumpe zu- 
geschaltet wird. Dieser MiBstand laéBt sich umgehen., 
wenn man an den Jhorne-Hahn ein gebogenes, 
mit einem Hahn versehenes Rohr anschmelzen 
1aBt (a der Abb. 3). 

Der neue Hahn besteht nun aus folgenden 
Teilen: Erstens aus einer Tulpe, deren unteres Ende 
mit einem Hahne abzuschlieBen ist und der seitlich 
in halber Héhe das erwihnte Rohr angeschmolzen 
ist. In der Verlingerung der Tulpe liegt ein in 
Lumen verjiingtes Rohr, das seinerseits wieder in einer glaserne! 
Hiilse steckt. Das verjiingte Rohr ist das Ablaufrohr, das wi 














Abb. 3. 
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ehrere Zentimeter das Hiilsenrohr itiberragt. Das an die Tulpe 
‘itlich angeschmolzene Rohr steigt nahezu bis zur Hodhe des 
beren Randes der Tulpe in doppelter rechtwinkeliger Kriimmung 
if, tragt in der Mitte seines horizontalen Schenkels einen Hahn 
:) und steigt dann im rechten Winkel zu einem an das Hiilsenrohr 
ungeschmolzenen horizontalem Glasrohre ab, das in der Mitte seines 
Verlaufes entsprechend dem Hahne a einen Dreiweghahn filrt. 
Dieser Dreiweghahn léBt durch geeignete 
Stellung seiner einen Durchbohrung, die 
nach unten zu in eine Kapéillare ausliuft, 
Luft in den durch den Hahn 6 abgrenz- 
baren Raum des Systems eintreten und 
so den Austausch der Auffangkélbchen 
hewerkstelligen. Die MaBverhaltnisse der 
einzelnen Teile sind aus unserer Abbildung 
zu ersehen. Durch das Anbringen dieses 
Seitenrohres mit dem Hahne a haben wir 
erreicht, daB wir das Auswechseln der 
Kélbchen bei geschlossenem Hahn 6 und e¢ 
ohne Unterbrechung des Ganges der De- 
stillation vornehmen kénnen. Die Stellung 
der Hahne beim Wechsel der Kélbchen ist 
aus Abb. 4 zu ersehen. 
Ein weiterer Nachteil des Thorne- 
Hahnes ist der, daB bei seiner gebrauch- 





lichen Ausfiihrung das Ablaufrohr, das in 
der Glashiilse liegt, mit dieser in derselben Abb. 4 
Ebene endet. Dieser Umstand fiihrt haufig 
dazu, daB das Ablaufrohr verlegt wird und das Destillat nicht in das 
Auffangkélbchen tropfen kann, sondern durch die Glashiilse weiter- 
gesaugt wird. Unsere Zeichnungen zeigen, daB wir diesem UChelstande 
dadurch Abhilfe schafften, da®B wir das Ablaufrohr um einige Zenti- 
meter uber das Hiilsenrohr herausragen lassen. 

Die Gesamtanordnung unserer modifizierten Apparatur zeigt Abb. 5. 
Aus einem Kippschen Apparat strémt Wasserstoff durch eine mit 
Schwefelsaure beschickte und dann durch eine leere Waschflasche und 
gelangt nun durch das Riickschlagventil in die Kapillare des modi- 
fizierten Claisen-Kolbens. Auf dem Wege von der Waschflasche zum 
Riickschlagventil ist durch mehrere Quetschhahne fiir die Méglichkeit 
ausgiebiger Drosselung gesorgt. Der Claisen-Kolben ist mit einem je 
nach der GréBe des Kolbens verschieden langen Rohre mit dem Thorne- 
Hahne verbunden, der seinerseits wieder mit einem Mac Leod-Instru- 
ment zur Messung des Vakuums verbunden ist und weiterhin mit den 
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Luftpumpen in Verbindung steht. Wir verwendeten eine grobe Fleus 
Pumpe, zu der wir eine Vollmer-Quecksilber-Luftpumpe kompoun: 
schalteten. Der Destillationskolben hangt in einem Ol- oder Metallbad 
in das ein Thermometer taucht. Die warmen Teile der Apparatur sind 
allenthalben durch Asbestplatten gegen die kalten Teile der Destillation 
vorrichtung abgeblendet. 





Abb. 5 


Die Destillation selbst fiihrten wir so durch, daB wir nach griind 
lichem Abdichten der Verbindungsschlauche abschnittsweise mit dei 
Fleuss-Pumpe Vakuum erzeugten und dann, nachdem wir uns vom 
Dichthalten aller Teile der Apparatur iiberzeugt hatten und nétigenfalls 
Unstimmigkeiten behoben worden waren, die kompound geschaltete 
Quecksilberpumpe wirken lieben. Nachdem die beiden Pumpen ein 
Viertelstunde lang zusammen gewirkt hatten, ermittelten wir cic 
Hohe des Vakuums am Mac Leod-Instrument und begannen nun mit des 
Erwirmung des Olbades, wobei der Kontrolle der Temperatur ei: 
besonderes Augenmerk zugewendet wurde. Sobald die Fliissigkeit 7 
sieden begann und Dampfe ausgestoBen wurden, lieBen wir sie durch den 
geéffneten Hahn a des Seitenrohres des modifizierten Thorne-Hahnes 
absaugen. Kam es dann zum Ubergange des Destillates selbst, schlosse 
wir diesen Hahn und lieBen das Destillat in das Auffangkélbchen tropfer 
War dieses auszuwechseln, so schlossen wir erst den Hahn 6, éffneten de 
Hahn a und lieBen durch die Kapillare des Dreiweghahnes ¢ Luft in de: 
iibrigbleibenden Raum des Jhorne-Hahnes und das Auffangkélbche: 
einstrémen. War das Auswechseln des Kélbchens beendet, so stellt: 
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wir sehr langsam und vorsichtig den Dreiweghahn in die alte Stellung, 
so da das Vakuum im System durch die Wirkung der beiden Pumpen 
sehr rasch ausgeglichen werden konnte, da ja nur immer sehr geringe 
Mengen eingedrungener Luft zu entfernen waren. Dann wurde das 
inzwischen im unteren Teile der Tulpe angesammelte Destillat durch 
Offnen des Hahnes 6 in das neue Kélbchen laufen gelassen. 

Auf diese Weise war der Fortgang der Destillation ohne gréBere 
Druckschwankungen gewahrleistet und vollzog sich ohne weitere 
Stérungen, selbst wenn wir | Liter Fliissigkeit im Hochvakuum zu 
destillieren hatten. 

Diese Apparatur erscheint uns so einfach und so wenig kostspielig, 
daB wir sie wegen ihrer Ubersichtlichkeit und Handlichkeit den 
auf diesem Gebiet Arbeitenden empfehlen. 

Zum SchluB wollen wir die Aufstellung noch einmal wiederholen: 

Ein Wasserstoffkipp ist durch Vakuumschliuche verbunden mit 
einer Schwefelséurewaschflasche und diese mit einer leeren. Diese wieder 
mit dem Riickschlagventil des modifizierten Claisen-Kolbens. Der Ver- 
bindungsschlauch ist mit Quetschhihnen mehrfach gedrosselt. Der 
Destillierkolben ist durch einen Gummistopfen mit dem modifizierten 
Thorne-Hahn verbunden, der Hahn durch einen Vakuumschlauch mit 
dem Mac Leod-Instrument und dieses mit der Vollmer schen Quecksilber- 
pumpe. Diese ist durch Vakuumschliuche mit einer Trockenflasche 
und Auffangvorrichtung fiir Dampfe (Dewar-GefaiB mit fliissiger Luft 
oder fester Kohlensaiure und Ather gekiihlt) und mit der Flevss-Pumpe 


verbunden. 
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Der Citronensiuregehalt des Harns bei Acidose und Alkalose. 


Von 
Otto Ostberg. 


(Aus dem Physiologischen Institut und der Medizinischen Klinik 
der Universitat in Lund.) 


(Eingegangen am 14. Juli 1930.) 


In einer friiheren Mitteilung hat Verfasser (1) iiber Untersuchungen 
des Citronensauregehalts in normalem Harn (von 25 Personen) berichtet. 
Dort wurde angegeben, dab der Wert zwischen 0,23 und 1,85 g pro Tag 
liegt. Fortgesetzte Untersuchungen (an tiber 200 Personen) haben dar- 
getan, da die Grenzen fiir die no:male Citronenséureausscheidung 
durch den Harn auf etwa 0,20 bzw. 1,0g pro Tag anzusetzen sein 
dirften. 

Subnormale Werte werden bei gewissen pathologischen Zustinden, 
namentlich bei ernster Niereninsuffizienz sowie bei Azidose erhalten. 
Bei chronischen Uramien erhalt man konstant sehr niedrige Werte, 
und oft kann hierbei Citronensiure im Harn gar nicht nachgewiesen 
werden. Hierbei ist zu beachten, daB die Thunbergsche Methode (2) 
einen deutlichen, quantitativ verwendbaren Ausschlag schon bei einem 
Gehalt von 20 mg pro Liter gibt, sowie daB sie Wahrscheinlichkeitswerte 
fiir noch geringere Mengen liefert. 

In mehreren Fallen von Diabetes konnten bei Coma nur Spuren 
von Citronensiure nachgewiesen werden, wihrend der Harn nach dem 
Verschwinden der Azidose einen normalen Citronensauregehalt aufwies. 
Auch in mehreren Fallen von experimentell (durch Kohlenhydrat- 
karenz oder durch Zufuhr per os von CaCl, oder HCl) hervorgerufener 
Azidose ist regelmiBig ein Sinken auf sehr niedrige Werte erhalten 
worden, die nach Entfernung der azidogenen Faktoren auf das Normale 
zuriickgegangen sind. 

Eine Zunahme des Citronensduregehalts des Harns ist regelmabig 
erhalten worden, wenn per os NaHCO, zugefiihrt wurde, auch wenn 
alle anderen Faktoren vollkommen konstant gehalten worden sind. 
Hierbei haben bis zu 2,23 g pro Tag ausgeschieden werden kénnen. 
(Der vereinzelt hohe Wert 1,85 g, der in der vorigen Mitteilung des 
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Verfassers unter den normalen angefiihrt wurde, stammte von einer 
Person, die NaHCO, genommen hatte.) 

Gleichzeitige Bestimmungen von Ammoniak und Citronensaure 
im Harn zeigen in der Weise eine schéne Korrelation, daB bei Sinken 
des Citronensauregehalts eine Zunahme des Ammoniakgehalts gefunden 
wird, und umgekehrt. DaB die Citronenséureausscheidung im Harn 
einen, wenn auch geringen, Faktor in der Regulation des Saure-Basen- 
gleichgewichts des K6rpers darstellt, ist demnach wahrscheinlich. 

In einer neulich veréffentlichten Arbeit ist Fasold (3) der Ansicht, 
daB die Citronenséure kein obligater Harnbestandteil ist, sondern nur 
auftritt, wenn die Nahrung eine gewisse Menge Vegetabilien enthalt. 
Er erhalt naimlich mit der Methode von Kunz, so wie sie von Amberg 
und McClure (4) fiir die Citronensaurebestimmung im Harn angegeben 
worden ist, bei einseitiger Fleischdiét negativen Ausschlag. Indessen 
kénnen mit dieser Methode kleine Mengen Citronensiure nicht nach- 
gewiesen werden, und es handelt sich nach meinen Untersuchungen 
hier mit Sicherheit nur um eine Abnahme der Citronensaure, nicht 
um ein vollstandiges Verschwinden. Dies gibt Fasold auch selbst zu. 
Die von Fasold gefundene Abnahme beruht sicherlich auf der durch 
die einseitige Fleischdiat hervorgerufenen Azidose, die sich auch in den 
mitgeteilten Werten fiir das py des Harns zu erkennen gibt. Bei den von 
mir vorgenommenen Untersuchungen sind bei kohlenhydratarmer 
Kost grobe Mengen Citronensaure ausgeschieden worden (2,23 g Citronen- 
siure im Harn bei nur 10 g Kohlenhydrat, aber 25 g NaHCO, per os 
pro die), aber auBerst kleine Mengen (0,02 g) trotz reichlicher Zufuhr 
von Vegetabilien (250g Kohlenhydrate), wenn gleichzeitig CaCl, 
verabreicht worden ist. 

Ich habe stets mit der von Thunberg angegebenen Methode (2) 
zur quantitativen Bestimmung von Citronensdure gearbeitet, aber auch 
etwa 150 Parallelbestimmungen mit der Pentabromacetonmethode 
(laut Amberg und McClure, mit kleineren Modifikationen) (4) aus- 
gefiihrt, wobei die beiden Methoden im groBen ganzen gut iiberein- 
stimmende Resultate gegeben haben. Ein ausfiihrlicherer Bericht iiber 
die Ergebnisse der Untersuchungen ist unter Ausarbeitung. 


Literatur. 


1) Otto Osthera, diese Zeitschr. 208. 352, 1929. 2) Torsten Thunhera. 
ebendaselbst 206, 109, 1929. — 3) H. Fasold, Zeitschr. f. Biol. 90, 192, 1930. 
4) Amberg u. McClure, Amer. Journ. of Physiol. 44, 453, 1922 





Schnellverdampfung. 


(Erwiderung auf die Bemerkungen von Schmalfuss und Jantzen'.) 
Von 
Hans Norbert Naumann. 
(Aus der I. Medizinischen Klinik der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 14. Juli 1930.) 


Die Schmalfuss-Jantzensche Kritik meiner Untersuchungen  iibe: 


Schnellverdamptung? bedarf, soweit es sich nicht um unbewiesene Behauy 


tungen betreffs Zweckmabigkeit und Leistung meiner Apparate handelt, 


einer Richtigstellung. 

Die Zuriickfiihrung des guten Warmeiiberganges bei dem von mi! 
beschriebenen Kiihler mit kupierner Seele und giinstigen MaBverhaltnisse: 
auf die hohe Dampfgeschwindigkeit steht mit den Angaben der gebrauc! 
lichen Literatur® nicht im Widerspruch. Im iibrigen habe ich ausdriicklic! 


aut den giinstigen Einflu®B der Kiihlwassermenge und -geschwindigkeit aut 


den Warmeiibergang hingewiesen. 


Der Westsche Kiihler, der von Schmalfuss-Jantzen irrtiimlich mit dem 
von mir angegebenen identifiziert wird, beruht auf dem bekannten Prinzi})' 
des engen Kiihlwasserraums und ist wie der iibliche Liebig-Kiihler von 





. | Quer . Maxi- | Ye. 
Mantel- schnitt sehnitt _—_ Dureh- Dureh- male Sink t 
linge der des der ™messer messer Kiihl- des 
Stutzen Kiihl- stutzen _ des der jwasse™ Kah 
wasser- Mantels Seele menge oor 
,  raums . 
m mm- mm m3 Std. mi; s¢ 
Chlicher Liebig- 
eee 1,0 20 | 1525 5 46 13 0,2 0,04 
Neuer Liebig-Kihler 
fir mittlere Kihl- 
wassermengen . . 1,0 50 50 8,5 17 15 045 25 
Neuer Liebig-Kihler 
fir groBe Kihl- 
wassermengen .. 1,0 200 200 | 16 34 30 1,44 2, 
! Diese Zeitschr. 221, 328, 1930. 
* Ebendaselbst 216, 136, 154, 1929; 217, 409, 1929. 
’ E. Hausbrand, Verdampfen, Kondensieren und Kiihlen, 1928. 
* Derartige Kiihler werden z. B. von der Firma H. L. Kobe, Berli 


seit etwa 20 Jahren hergestel It. 
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beschrankter Wirkung infolge der engen Stutzen. Der neue Liebig-Kiihler 
ist charakterisiert durch weite Stutzen fiir giinstigste Wassermengen und 
durch gleichen Querschnitt von Stutzen und Kiihlraum fiir giinstigste 
Wassergeschwindigkeit (Spalte 2 und 3 dr Tabelle), die etwa 50mal hoher 
als beim tiblichen Liebig-Kihler ist (Spalte 8). Hierdurch wird der optimale 
Kiihleffekt der neuen Konstruktion erzielt!. 

Irretiihrend ist die Angabe einer viel zu geringen Leistung der Schmal- 
fuss-Jantzenschen Apparatur (100°, werden zugegeben!) infolge zu niedriger 
Badtemperaturen, so daB weniger Versierte zur Anschaffung eines viel zu 
groBen Apparates veranlaBt werden. Es wire daher wiinschenswert, 
wenn die Autoren gelegentlich die tatsichliche Leistung ihres Apparates 
mitteilen wtirden. 

Unrichtig ist die Behauptung der Temperaturschidigung durch das 
kochende Wasserbad und unzutretfend der Vergleich vom ,,Anbrennen der 
Speisen“. Das heftige Sieden im Vakuum verhindert ein ,,Anbrennen“ 
bei 100° ebenso wie bei 82°°. Erst gegen Ende der Verdampfung bei stark 
eingedickten Lésungen ist eine Erniedrigung der Badtemperatur erforderlich, 
und zwar dann auf ,,mildere‘t Temperaturen als 82°. Mit dieser Ausnahme 
kann die Leistungsfahigkeit von Vakuumverdampfern durch Anwendung 
eines kochenden Wasserbades stets voll ausgenutzt werden. 

Die Verwahrung gegen die von mir gebrauchte Bezeichnung eines 
..modifizierten Apparates nach Schmalfuss-J antzen“ sowie der Mangel von 
Angaben iiber Entwicklung und Stand der Verdampfungstechnik erweckt 
den Eindruck, da8 es sich um eine prinzipielle Neuerung handelt. Tatsich- 
lich stellt die Schmalfuss-Jantzensche Apparatur lediglich die Kopie eines 
technischen Verdampfers dar, und zwar eine zum Teil recht unzweck 
maiBige. Durch die von mir angegebenen Vereinfachungen (Fortfall des 
Riihrwerkes, Uberleitungsrohr aus Metal] statt aus Glas, giins igere Ab- 
messungen, Rundkolben statt eines solchen mit flachem Boden und 
Stutzen usw.) ist erst eine praktisch brauchbare ,,Modifikation“t entstanden. 

Vakuumverdampfer mit Metallkondensatoren fiir Tagesleistungen von 
100 Liter und mehr gehen jedoch weit iiber das hinaus, was im Laboratorium 
gebraucht wird. Sie stellen Fabrikanlagen im kleinen dar! Den Bediirfnissen 
des Laboratoriums angepaBt ist die von mir angegebene Apparatur®, 
die bei einer Tagesleistung bis 25 Liter den Vorzug gréBter Eintachheit, 
Vielseitigkeit und Wirtschaftlichkeit besitzt. 


! Die geringen Abweichungen in Tabelle II] meiner IL. Mitteilung sind 
fiir das Gesamtergebnis bedeutungslos. Die dankenswerte Nachpriifung 
meiner Zahlen veranlaBt mich, auch meinerseits auf einige Versehen der 
Autoren aufmerksam zu machen. Falsch ist in der Berechnung der Pumpen- 
leistung (Chemische Fabrik 1928, S. 374) der fiir m eingesetzte Wert von 
1,28 (A. Zinzen: Der EinfluB der Dampftemperatur usw. 1928, S. 11). 
Unzuverlissig sind die Angaben der Dampfdrucke und Siedetemperaturen, 
die zum Teil erheblich mit den Werten der Landolt- Bérnsteinschen Tabellen 
differieren. Wertlos ist die Tabelle der Dampfgeschwindigkeiten wegen 
Nichtberiicksichtigung der Widerstiinde (Hausbrand, 1. ¢. S. 264 ff.). 

2 Diese Zeitschr. 216, 150, 1929. Weiteres in demniachst in der .,Chemi- 
schen Fabrik“t erscheinenden Beitragen. 

3 Zu beziehen durch die Firma H. L. Kobe, Berlin N 4, Hessische 
StraBe 10/12. 


Chellol-Glucosid. 


Von 
Paul Fantl und Salem Ibrahim Salem. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 16. Juli 1930.) 


Ammi Visnaga ist eine krautartige Pflanze, mit groBen vielstrahligen 
Dolden, aus der Familie der Umbelliferen, welche in Landern mit ge- 
maBigtem Klima gedeiht. Wildwachsend wird sie am Nildelta an- 
getroffen. Die arabisch sprechende Bevélkerung nennt die Pflanze 
Chellah. Das Kraut und die Samen der Pflanze finden in der Volks- 
medizin Verwendung. 

I. Mustapha' hat aus den Samen von Chellah durch Extraktion mit 
Alkohol bei Anwesenheit von Atzkalk eine Substanz erhalten, welche 
..Kellin“ genannt wird. Aus dem Verhalten gegen alkalische Kupferlésung 
schlieBt der Autor auf ein Glucosid. Im iibrigen werden nur Léslichkeits- 
angaben und zwei Fallungsreaktionen beschrieben. Zusammensetzung und 
physikalische Konstanten dieser Substanz sind nicht angegeben und auch in 
der spiteren Zeit nicht aufzufinden. Die Darstellung von ,,Kellin‘ nach 
Mustapha hat keine Schwierigkeit gemacht. Indessen war die Substanz 
trotz der umstandlichen Darstellung nicht einheitlich. Es wurden Fraktionen 
von etwa 100° bis gegen 148° Schmelzpunkt erhalten. Die hochschmelzenden 
Anteile bestehen im wesentlichen aus einer Substanz C,,H,,.O; mit zwei 
Methoxylgruppen. Niemals wurde nach Hydrolyse mit Séure eine nennens 
werte Reduktion Fehlingscher Lésung beobachtet, wie man es von einem 
Glucosid erwarten sollte. 

Die als ,,Kellin‘ bezeichnete Substanz ist ein Gemenge  ver- 
schiedener, ahnlich gebauter Stoffe. Da von diesen Produkten nur einige 
Zehntel Gramm pro Kilogramm Samen erhalten wurden, muBte die 
Trennung und Untersuchung dieser Produkte zuriickgestellt werden. 

Durch eine Alkoholextraktion ohne Kalk ist es gelungen, eine 
neue einheitliche Substanz aus dem Samen zu isolieren. Von ihr wurden 
regelmaBig etwa 3g je Kilogramm Samen erhalten. Die Substanz 
hat einen scharfen Schmelzpunkt von 175°. Sie zeigt die merkwiirdige 
Eigenschaft, sich in konzentrierten Saéuren bereits in der Kalte, in ver- 


1 Compt. rend. 89, 442. 
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diinnten erst in der Hitze mit gelber Farbe zu lésen. Lésungen in nicht 
sauren Lésungsmitteln sind farblos. Die Substanz hat deutlich basische 
und Halochromieeigenschaften. Da sie aber stickstofffrei ist, miissen 
diese Erscheinungen einem basischen Sauerstoffatom zugeschrieben 
werden, wie es in Chalkonen, Lactonen und besonders ausgeprigt 
in Pyronen enthalten ist. Auch das ,,Kellin® (C,H ,.0;) und die Begleit- 
stoffe zeigen ein ahnliches Verhalten (s. Versuchsteil 11). diermit. ist 
immerhin ein genetischer Zusammenhang mit der Substanz von Fp. 175° 
gegeben Bei Naturstoffen ist dieses Verhalten schon beobachtet 
worden. Beispielsweise an Alkaloiden wie Chelerythrin' und Thebain?, 
sowie an dem stickstofffreien Phenylcumalin® und Yangonin*. Nach 
den Analysen und den Methoxylwerten entspricht die lufttrockene 
Substanz der Formel C,,H,,0,,.. Die Substanz enthalt 2 Mol Kristall- 
wasser. Die Verbindung ist indifferent gegen Carbonylreagenzien. 
Sie gibt — gut gereinigt mit Eisenchlorid keine Farbenreaktion: 
mit Essigsiureanhydrid 1aBt sich ein Tetraacetat erhalten. Es sind 
also vier vermutlich aliphatische Hydroxylgruppen vorhanden. 
Ferner gibt die Substanz mit «-Naphthol und Schwefelsiure eine 
positive Molisch-Reaktion. Nach Hydrolyse mit Siure wird Fehlingsche 
Lésung reduziert. Somit enthalt die Verbindung Zucker in glucosi- 
discher Bindung. Der Zucker wurde als Osazon isoliert, welches nach 
seinen Eigenschaften das Derivat einer Hexose ist. Nach der polari- 
metrischen und titrimetrischen Bestimmung des Zuckers kommt nur 
Glucose in Betracht. 


Der Menge nach liegt im Ausgangsmaterial ein Monoglucosid vor. 
Es ware hier noch zu ermitteln gewesen, ob es sich um ein x- oder B-Gluco- 
sid handelt, den beiden raumisomeren Derivaten der Glucose. Dies hatte 
sich mit Emulsin entscheiden lassen, da von diesem Ferment nur f gluco- 
sidische Bindungen gesprengt werden. Es ist auf diesen Versuch ver- 
zichtet worden, da erstens bisher alle in der Natur vorkommenden 
Glucoside als #-Glucoside erkannt wurden und da spiter gezeigt 
wird, daB durch alkalische Hydrolyse ein Produkt gewonnen wurde, 
welches der B-Reihe angehért. Die Siurespaltung C,,H,,0,, + H,O 
— ©,H,,0; + CgH,.0, liefert neben Traubenzucker ein Spaltstiick 
C,,H,,0,; — das Chellol genannt werden soll —, welches gleichfalls 
isoliert werden konnte. Es liefert eine Monoacetylverbindung. Mit 
konzentrierter Salzsaiure gibt es die gleiche Gelbfarbung wie das Aus- 
gangsmaterial, enthalt also noch den Lactonsauerstoff. 


1 P. Karrer, B. 50, 212. 

2 Schépf u. Barkowsky, A. 458, 152. 

3 Ciamician u. Silber, B. 27, 841, 1894. 
4 Borsche u. Gerhardt, B. 47, 2902, 1914. 
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Spaltet man das Glucosid mit Alkali, so zerfallt es in eine Ver- 
bindung C,,H, )0,, welche nach dem Ansauern erhalten wird, wahrend 
das ubrige Spaltstiick in der Lésung bleibt. 

Bei Hydrolysen mit Baryt wird es als Baryumsalz erhalten. Die 
daraus erhaltene Saure erwies sich mit der bereits von E. Fischer! 
synthetisch erhaltenen d-Glucosido-glykolsiure 


OH 
H H OH 
( C C C—C—CH, 0H 
oe 68 & a 
HOOC—CH,—O 
identicch. Nach der Synthese gehért diese Substanz der f-Reibe an. 
Unter dieser Voraussetzung muB auch das Ausgangsmaterial als f-d- 
Glucosid aufgefaBt werden. 

Die leichte Spaltbarkeit des Glucosids durch Alkalien ist woh! 
das deutlichste Zeichen fiir das Vorliegen eines Lactonringes. Die 
Spaltungen durch Saure, wie durch Alkali, lassen Schliisse auf die 
Konstitution des Chellol-glucosids zu. Die Glykolsiure ist das Mittel- 
stiick des Gesamtmolekiils, an welches einerseits Traubenzucker und 
andererseits die Verbindung C,,H,,0, gekettet ist. 

Im folgenden wurde versucht, die Konstitution des zweiten Alkali- 
spaltproduktes von der Formel C,,H,,0, aufzuklaren. 

Unter den literaturbekannten Stoffen dieser Zusammensetzung hat nut 
ein Koérper ahnliche Eigenschaften. Es ist dies die von W. F. Cooper* 
und W. H. Nuttal hergestellte Substanz C,,H, 90,4, die aus m-Brom-methy]- 
furfuraldehyd beim Erhitzen mit Wasser und Bariumkarbonat entsteht. 
Diese Substanz konnte aber in ihrer Konstitution nicht aufgeklart werden 
und stand uns auch zum Vergleich nicht zur Verfiigung. 

Die Substanz C,,H,,O, enthalt noch die Methoxylgruppe. Sie 
ist in starken Alkalien léslich und kann durch Sauren, selbst Kohlen- 
siure, daraus gefallt werden. In wiasseriger alkoholischer Lésung gibt 
sie eine intensiv griine Eisenchloridreaktion, enthalt also wahrscheinlich 
ein phenolisches Hydroxyl. Dies konnte sowohl durch Benzoylierung 
als auch durch Methylierung nachgewiesen werden. Wahrend aber 
das Ausgangsmaterial gelb gefarbt ist, sind diese beiden Derivate sonder- 
barerweise farblos. Nach der Analyse dieser beiden Verbindungen 
enthalt die Substanz C,,H,,O, nur ein freies Hydroxyl. 

Ferner enthalt das Molekiil eine Carbonylgruppe, die sich mit 
Hydroxylamin nachweisen lie}. Es wurde wieder eine farblose Substanz 


1 A. 383, 83, 1911. 
2 C. 1911, II, 553. 
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r- erhalten, welche nach der Analyse ein Mono-oxim der Verbindung 
nd Cy, Hy)0, ist. Von den vier in der Verbindung enthaltenen Sauerstoff- 

atomen ist somit die Bindungsart dreier nachgewiesen; eines ist ather- 
ie artig an Methyl gebunden, ein anderes bildet eine phenolische Hydroxyl- 
r} gruppe und ein drittes ist an einer Carbonylgruppe beteiligt. Die 


Bindung des vierten Sauerstoffatoms konnte nicht aufgeklart werden. 
Es muB daher vorlaufig in atherartiger Bindung (furanartig’) an- 
genommen werden. Der geringe Wasserstoffgehalt der Verbindung 
laBt vermuten, daB die Substanz zwei Ringe enthalt 

Wenn man auf Grund der vorliegenden Tatsachen sich ein Bild 
der Konstitution des Chellahglucosids bilden will, wird man folgende 
Formelbilder diskutieren kénnen: 


un. H H H H 
d ( yt ( ( 0 
—C C COC, H,, O;5 C,;H,O,—C C HgC OC, Hy, Os 
rh} C;3H,O | I — —> | II 
Jie —C C C=0 C Cc COOH 
lie ( O* ( OH 
al. OCH, OCH, 
nd H 
Cc 
li- ct C=CHOH 
C3H,O Ila 
_é C=O 
ul 
er* ( 
yl- 
ht. OCH, 
len Formel | kann infolge des angenommenen «-Pyronringes die schwach 
basischen und Halochromieeigenschaften, sowie die leichte Spaltbarkeit 
Sie der Substanz durch Alkali erklaren. Sie erklairt ferner die Indifferenz 
“n- gegen Carbonylreagenzien und stimmt mit der Tatsache iiberein, dal} 
ibt eine Tetraacetylverbindung erhalten wurde. Wie die saure Hydrolyse 
ich vor sich geht, ist leicht ersichtlich. Formel I] weist dem Kalispalt- 
ng produkt ein phenolisches Hydroxyl und eine Carbonylgruppe zu, welche 
er auch tatsichlich einerseits durch Methylierung und Benzoylierung, 
er- andererseits durch das gebildete Oxim aufgezeigt wurde. Auffallend 
en ist die gelbe Farbe der Substanz. Eine Erscheinung, wie sie bei aro- 
matischen Oxyaldehyden haufiger anzutreffen ist. So sind z. B. der 
nit 1, 5-Dioxy-4-naphthaldehyd von L. Gattermann! und der m-Xyloreyl- 
WZ, aldehyd von A. Robertson und R. Robinson? auch intensiv gelb gefarbt. 


1 A. 857, 341. 
2 Journal of the Chem. Society (1927), S. 2196. 
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Die beiden letztgenannten Autoren schreiben dem Aldehyd aus diesem 
Grunde orthochinoide Struktur zu: 


H.C CH, HsC CH, 
HO OH a HO =O 
cZ7¥ CHOH 

H 


Auf den vorliegenden Fall iibertragen, wiirde sich dann Ila ergeben 
Freilich reichen die vorgebrachten Tatsachen keineswegs aus, um die 
Konstitution des Chellolglucosids sicherzustellen. Weitere Versuche 
konnten aber nicht mehr unternommen werden. 


ErwilLnt mag werden, daB nach einer histochemischen Unter- 
suchung des Chellahsamens durch Herrn Dozent Dr. Kisser das Glucosid 
sich nur in der Frucht- und Samenschale befindet. 


Praktischer Teil. 
i. B-d-Che llol-Glucosid. 


Das Ausgangsmaterial zu dieser Untersuchung wurde am Ufer des 
Nils in der Gegend von Kaliub bei Kairo zur Zeit der Reife gesammelt 
Herr Dozent Dr. Kisser hatte die Freundlichkeit, die Samen als Friichte dei 
Umbelliferae Ammi Visnaga zu identifizieren. 1,5 kg Samen werden mit 
etwa 31,96°,igem Alkohol einen Tag lang unter RiickfluBkiihlung 
gekocht. Der dunkelbraune Extrakt wird abgegossen und der Samen noch 
ein zweites und drittes Mal mit zwei Liter Alkohol in gleicher Weise 
behandelt. Die vereinigten Alkoholausziige werden im Vakuum bis auf 
ein kleines Volumen abdestilliert. In der Kalte scheidet sich aus dem 
dickfliissigen alkoholischen Riickstand ein festes, gelbgefarbtes Substanz- 
gemisch ab, welches mit wenig Alkohol aufgenommen und filtriert wird. 
Nach dem Trocknen erhalt man durchschnittlich 7 g dieses Produktes. 
Zur Trennung wird es aus viel heiBem Wasser umkristallisiert. Am 
Filter hinterbleibt ein gelber amorpher Riickstand. Aus der erkalteten 
Lésung scheidet sich ein hellgelber, fein kristallisierender Koérper ab, 
welcher die Fliissigkeit ganz erfiillt (Fp. 140°). Die Reinigung dieses 
Produktes muB so oft wiederholt werden, bis eine rein weibe, in heiBem 
Wasser klar lésliche Substanz erhalten wird. Wahrend die Rohprodukte 
eine griine Eisenchloridreaktion geben, ist das gereinigte Material gegen 
Eisenchlorid indifferent. Der Schmelzpunkt steigt bei der Reinigung bis 
auf 175° (das Erhitzen mu sehr langsam vorgenommen werden) und 
bleibt nach weiterem Unmbkristallisieren konstant. Durchschnittlich 
werden 3 bis 3,5 g dieser Substanz erhalten. Sie ist in Alkohol schwer. 
in Athyl- und Amylather, Benzol, Chloroform fast nicht léslich. Pyridin 
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lést sie leicht. In konzentrierten organischen und anorganischen Sauren 
lést sich der Kérper mit gelber Farbe schon in der Kalte auf. Verdiinntere 
Sauren, etwa n-Salzsaiure, lést erst beim Erwarmen unter Gelbfairbung. 
Beim Erkalten scheidet sich das unverainderte Ausgangsmaterial aus. 
In Alkalien ist die Substanz in der Kalte nicht léslich, in der Hitze wird 
sie unter Gelbfarbung aufgenommen, wobei allerdings Spaltung eintritt. 
Bei der direkten Behandlung der Substanz in Alkalien mit Fehlingscher 
Lésung wird eine Spur Kupferoxydul erhalten, welche aber nicht von 
Zucker, sondern von der Oxydation des Alkalispaltproduktes herriihrt. 
Kocht man die Substanz einige Minuten mit Salzsaéure 1 : 1, so erhalt man 
nach Neutralisieren dieser Lésung eine intensive Kupferoxydul- 
abscheidung bei der Fehlingschen Reaktion. Die Substanz ist optisch 
aktiv, und zwar linksdrehend. Sie enthalt Kristallwasser, welches im 
Vakuum bei Zimmertemperatur nur schwer abgegeben wird. Bei 
héherer Temperatur wird aber mehr Wasser abgegeben, als dem Kristall- 
wassergehalt entspricht. Die Trocknung scheint mit einer weitergehenden 





Verainderung des Molekiils verbunden zu sein. Das Molekulargewicht 
konnte nicht bestimmt werden, da die Substanz in den gebrauchlichen 
Lésungsmitteln schwer léslich ist. Fiir die Feststellung der Molekular- 
gréBe war aber die Tatsache von Bedeutung, daB die Substanz eine 
Methoxylgruppe enthalt. 


Analysen der lufttrockenen Substanzfvon unabhingigen Darstellungen und 
& von Fraktionen beim Umkristallisieren. 


4,880, 4,710, 4,943, 3,538 mg Substanz: 9,050, 8,825, 9,267, 6.696 mg CQO,, 
2,250, 2,270, 2,603, 1,750 mg H,O. 


3,960, 5,480, 4,698 mg Substanz: 2,010, 2,790, 2,431 mg AgJ. 


0,1848 g Substanz verlieren iiber P,O; bei 100° im Vakuum 0,0163 g 
an Gewicht. 


CipH299,9-2H,O. Ber.: C 51,33, H 5,45, OCH, 6,98, 2H,O 8,11. 


Gef.: C 50,58, H 5,16, OCH, 6,71, 2H,O 8,82. 
C 51,10, H 5,39, OCH, 6,73. 
C 51,13, H 5,89, OCH, 6,84. 
C 51,62, H 5,58. 
0,4548 g in 8,7342 g Pyridin gelést ergaben «3; (10 em-Rohr) 1.63°, 


[a]}}) = 31,88°. 


Acetylprodukt. 0,5 g Glucosid wurden mit 1 cem Essigsiureanhydrid 
und 0,5 g frisch geschmolzenem Natriumacetat 1!, Stunden zum 
Sieden erhitzt. Das tiberschiissige Anhydrid wurde abdestilliert und die 
erkaltete Lésung auf Eis gegossen. Nachdem alles Anhydrid zerstért ist, 


scheidet sich ein schmutzigweiBer Kérper aus der Lésung ab. Nach dem 
Waschen mit wenig kaltem Wasser wird aus 96°,,igem Alkohol um- 
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kristallisiert. WeiBe Nadelchen, welche nach dem Trocknen im Vakuum 
bei 153° schmelzen. 


te 


.701, 4,622 mg Substanz: 5,543, 9,488 mg CO,, 1,246, 2,019 mg H,0O. 


te 


.769 mg Substanz: 1,090 mg Ag J. 

Cy9H;.0, (0O.COCH,). Ber.: C 56,23, H 4,90, OCH, 5,38. 

Gef.: C 55,97, H 5,14, OCH, 5,20. 
C 55,99, H 4,89. 


Es liegt somit eine Tetraacetylverbindung des Glucosids vor. 


Chellol. 


Das Glucosid wird durch konzentrierte Séuren leicht zerlegt. Doch 
scheidet sich beim Kochen ziemlich viel huminartige Substanz ab. Am 
besten gelangt man zum Ziel, wenn man mit | bis 2 n Salzsaure hydrolysiert. 
Die Zuckerabspaltung erfolgt quantitativ. Die Huminbildung laBt sich abe: 
nicht vollstandig verhindern. Mgt wesentlich schwacheren Sauren lat sich 
eine vollstandige Zyckerabspaltung nicht durchfiihren: 

*0,5 g Glucosid werden mit 50 ccm 1 bis 2 n Salzsiure versetzt. 
Beim Erwiairmen geht die Substanz allmahlich unter Gelbfarbung 
vollstandig in Lésung. Man laBt 1! Stunden unter RiickfluBkiihlung im 
Sieden. Die Fliissigkeit farbt sich dabei rotbraun und scheidet eine 
geringe Menge eines dunklen Niederschlages ab. Es wird heif filtriert. 
In der Kalte fallt das zuckerfreie Spaltprodukt in rot angefirbten 
Kristallen aus, welche mit kaltem Wasser séurefrei gewaschen werden. 
Getrocknet erhalt man von diesem Rohprodukt etwa 75°, der Theorie. 
Zur Reinigung wird die Substanz aus Wasser mit Hilfe von Tierkohle 
umkristallisiert. Der Zusatz der Entfarbungskohle darf nur gering 
bemessen sein, da nicht nur die rote Verunreinigung sondern auch die 
Substanz adsorbiert wird. Aus dem farblosen Filtrat scheidet sich beim 
Erkalten die Substanz in reinweiben Nadelchen ab. Nétigenfalls mub 
dieser Vorgang wiederholt werden. Die Verluste bei der Reinigung sind 
erheblich. Die reine Substanz schmilzt bei 179° C. Sie ist in kalter 
Lauge unléslich, in der Hitze tritt Lésung unter Spaltung des Molekiils 
ein. Konzentrierte Saiuren lésen unter Gelbfarbung wie beim Glucosid. 
Die Substanz fairbt sich mit 50°,iger Kalilauge kirschrot. In den 
meisten Lésungsmitteln auBer Pyridin ist sie schwer léslich. Zur 
Analyse wurde im Vakuum bei 100° iiber P,O; getrocknet. Die von 
mehreren Darstellungen durchgefiihrten Bestimmungen ergaben folgende 
Werte: 


4,755, 2,372, 2,736 mg Substanz: 11,000, 5,509, 6,310 mg CO,, 1,790, 
0,928, 1,053 mg H,O. 

3.439, 2,246, 4,497 mg Substanz: 3,267, 2,155, 4,308 mg AgJ. 

1,289 mg Substanz in 15,520 mg Kampfer ergaben A 12°, 
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Die Kampferlésung war gelb gefarbt. Die Bestimmung ist dahet 
nicht zuverlassig. 
C,3H,,0;. Ber.: C 63,39, H 4,10, OCH, 12,60, M 246,08. 
Gef.: C 63,09, H 4,21, OCH, 12,55, M 277,00. 
C 63,34, H 4,38, OCH, 12,67. 
C 62,90, H 4,31, OCH, 12,66. 


Nachweis und Bestimmung von d-Glucose. 


Die sauren Hydrolysenfiltrate des Glucosids wurden von mehreren 
Versuchen gesammelt, mit Tierkohle entfairbt, mit Natronlauge neutrali- 
siert und nach Zusatz von essigsaurem Natrium und Phenylhydrazin- 
chlorhydrat eine Stunde lang auf dem Wasserbad erhitzt. Es fallen 
gelbe Kristallnadeln aus, welche nach dem Erkalten mit Wasser griind- 
lich gewaschen und aus Alkohol umkristallisiert werden. Fp. 210° 
unter Zersetzung. Unter dem Mikroskop sieht man die typische 
Garbenform des Osazons einer Hexose. ‘ 

3.055, 4.430 mg Substanz: 0,417 cem N (21°, 744 mm), 0,586 com N 
(18°. 754 mm). 

Cy,H_,0,N,. Ber.: N 15,64. 
Gef.: N 15,52. 
N 15,40. 

In anderen Versuchen wurden die Hydrolysenfiltrate auf ein 
bestimmtes Volumen gebracht und der Zucker polarimetrisch und 
titrimetrisch nach Bertrand bestimmt. 

0.1964 g Glucosid wurden nach der Hydrolyse auf 50 cem gebracht. 
xp (20cm-Rohr) = + 0,18°. 

0,5704 g Glucosid wurden nach der Hydrolyse auf 100 cem gebracht. 
an (20 em-Rohr) = + 0,23°. 

14,6 ccm dieses Filtrats wurden mit Lauge neutralisiert, und nach 
Bertrand’! wurden 10,19 cem n/10 Kaliumpermanganat verbraucht, ent- 
sprechend 33,1 mg Glucose. 

0.4757, 0.8397 g Glucosid wurden nach der Hydrolyse auf 100 cem 
gebracht. aj (20cem-Rohr) = + 0,19°, + 0,37°. 

Fiir die Gleichgewichtsform der Glucose in wasseriger Losung wird 
[a], = + 52,5°° angegeben. 

Fiir die Gleichgewichtsform der Mannose in wasseriger Losung wird 
[a], = + 14,69? angegeben. 

Mannose kommt somit nicht in Betracht, denn die Rechtsdrehung 
betraigt nur etwa ein Viertel der der Glucose, so dab man bei Berechnung 
des polarimetrisch erhaltenen Wertes weit iiber 100°, finden wirde. 


1 G. Bertrand, Bull. de la Soc. Chim. (3) 35, 1285, 1906. 
2 H. Pringsheim, Zuckerchemie, 1925, S. 302. 
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Man findet aus obigen Bestimmungen fiir Glucose polarimetrisch!: 
43,64, 38,4, 38,04, 41,96°, und titrimetrisch 39,75°,. Berechnet fiv 
Glucose 40,5”... 

Chellol-acetat. 


0.1 g des zuckerfreien Spaltproduktes und der gleichen Menge 
geschmolzenen Natriumacetats wurden mit 1 ccm Essigsiureanhydrid 
eine Stunde lang zum Sieden erhitzt. Die Lésung wurde im Vakuum zur 
Trockne gebracht und der Riickstand mit wenig Wasser aufgenommen. 
Das erhaltene wasserunlésliche Rohprodukt wurde in warmem Alkoho! 
gelést und mit Wasser bis zur Triibung versetzt. Nach lingerem 
Stehen kristallisiert das Acetylprodukt aus. Fp. 105°. 

4,737 mg Substanz: 10,811 mg CO,, 1,821 mg H,O. 

4.570 mg Substanz: 3.684 mg AgJ. 

Cy,H,O,.0.COCH,. Ber.: C 62,48, H 4,20, OCH, 10,76. 
Gef.: C 62,24, H 4,30, OCH, 10,65. 


Alkalispaltprodukt. C,,H, 04. 

Das Glucosid wird von Alkalien leicht angegriffen. Mehrere Versuche 
wurden mit der Kalischmelze ohne befriedigendes Ergebnis durchgetiihrt 
Am besten kommt man mit n/10 Lauge zum Ziel. 

1 g des lufttrocknen Glucosids wird mit 300 bis 400 cem n/10 Lauge 
(Alkali- oder Barytlauge) iibergossen. Eine kleinere Menge oder eine 
wesentlich konzentriertere Lauge empfieblt sich nicht, da die Umsetzung 
nicht tibersichtlich verliuft und die Ausbeute darunter leidet. Die 
Substanz geht beim Erwarmen unter Gelbfarbung in Lésung. Innerhalb 
fiinf Minuten Kochen tritt vollstandige Spaltung des Molekiils ein. 
Langeres Kochen ist daher zwecklos und schadet nur, da Dunkelfarbung 
eintritt. Die Lésung wird dann mit n Salzsiure neutralisiert. Beim 
Erkalten fallt dann das Spaltprodukt als gelbes Kristallpulver aus, 
welches nach vollstandigem Erkalten der Lésung gesammelt und mit 
kaltem Wasser gewaschen wurde. Man erhalt durchschnittlich 0,4 g des 
getrockneten, Rohproduktes. Einmaliges Umkristallisieren des Roh- 
produktes aus 96°, igem Alkohol — wobei ganz geringe Mengen einer 
braunen Verunreinigung ungelést bleiben —— geniigt in der Regel. 
um die reine Substanz zu gewinnen. Sie kristallisiert in langen schwefel- 
gelben Nadeln vom Fp. 111°. Die Substanz ist in starken Alkalien 
schon in der Kalte léslich und wird aus diesen Lésungen sowohl durch 
Mineralséuren als auch durch Kohlenséure gefallt, gibt in wasseriger 


1 Die optischen Bestimmungen waren wegen der Gelbfarbung der 
Lésung schwer durchfiihrbar und sind daher mit einem Fehler von — 06,03! 
behaftet. 
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alkoholischer Lésung selbst in groBer Verdiinnung mit Eisenchlorid eine 
griine, bestandige Farbung. Das gleiche Produkt ist auch aus Chellol 
durch alkalische Hydrolyse zu erhalten. 

Die Substanz ist in kalter Sodalésung unléslich, in der Hitze léslich mit 
gelber Farbe, fallt aber beim Erkalten unverandert aus. Die Substanz ist in 
Wasser auch in der Hitze schwer léslich, sie sublimiert bei 100° und 12 mm. 
Das Sublimationsprodukt zeigt denselben Schmelzpunkt wie der Riickstand. 
Die Substanz verbraucht Brom in Chloroformlésung, alkalische Per- 
manganatlésung wird reduziert, in heiBem Eisessig wird auch Chromsiure 
reduziert. Jod in Natronlauge wird verbraucht, doch ist es in keinem 
Fall gelungen, zu einem einheitlichen Produkt zu gelangen. Gleichfalls 
lieferte eine Zinkstaubdestillation im Wasserstoffstrom kein befriedigendes 
Ergebnis. 

Analysen wurden mit Produkten verschiedener Darstellung durch- 
gefiihrt. 

4,046, 3,990 mg Substanz: 9,490, 9,390 mg CO,, 1,790, 1,814 mg H,O. 


Analyse eines Sublimationsproduktes : 
6,742 mg Substanz: 15.706 mg CO,, 2,890 mg H,O. 
2,098, 4,095, 3,892 mg Substanz: 2,470, 4,560, 4.402 mg AgJ. 
Cy Hyp %. Ber.: C 64,05, H 4,89, OCH, 15,04. 
Gef.: C 63,97, H 4,95, OCH, 15,55. 
C 64,19, H 5,09, OCH, 14,71. 
C 63,55, H 4,80, OCH, 14,94. 


Die alkalischen Filtrate sind stets links drehend und geben direkt 
keine Zuckerreaktion. Diese tritt erst nach Hydrolyse mit Saéuren auf. 
Der Zucker muB also noch immer glucosidisch gebunden sein. Nach 
vergeblichen Versuchen, dieses Reaktionsprodukt aus der natron- 
alkalischen Lésung zu isolieren, wurde das Glucosid durch Barytlauge 
hydrolysiert. 

p-d-Glucosido-glykolsaure. 

Etwa 1 g des Glucosids wurde mit 300 ccm n/10 Barytlauge 
iibergossen. In der Kalte tritt keine Verinderung ein. Beim Erwarmen 
geht die Substanz allmahlich unter Gelbfarbung in Lésung. Es wird 
fiinf Minuten gekocht und noch hei mit Kohlensiure gesattigt. Es 
fallt das obige Spaltprodukt C,,H,,0, und Bariumcarbonat aus. 
Die Glucosido-glykolsiure bleibt als Bariumsalz in Lésung. Das Re- 
aktionsgemisch wird auf Eis gestellt und tiltriert. [Der Filterriickstand 
gibt mit verdiinnter Salzsiure zerlegt 0,4 g des gelben Spaltproduktes 
(Cy, H,99,)). Das Filtrat wird im Vakuum auf ein kleines Volumen 
abgedampft, wobei die letzten Reste Bariumcarbonat ausfallen. 
Nach abermaligem Filtrieren wird die rote Lésung mit sehr viel 96 °,igem 
Alkohol versetzt. Das Bariumsalz wird dadurch mit der roten Ver- 
unreinigung in Flocken gefallt. Es wird vom Alkohol getrennt und 
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wiederholt mit Alkohol und schlieBlich mit Ather gewaschen. Nach dem 
Trocknen iiber PO; bei 100° C erhalt man 0,45 g des rotgefirbten Salzes. 
welches in Wasser vollkommen mit neutraler Reaktion léslich ist 
5,760 mg gaben nach dem Abrauchen mit Schwefelsaure 2,086 mg Ba SO, 
(C,H,,;0,),Ba. Ber.: Ba 22,47. 
Gef.: Ba 21,31. 


Statt dieses Salz zu reinigen, wurde daraus die freie Saure dar- 
gestellt. Das trockene Bariumsalz wurde in absolutem Methylalkoho! 
aufgeschlammt, mit der berechneten Menge methylalkobolischer 
Schwefelsdure verset7t und kraftig geschiittelt. Die vom Bariumsulfat 
befreite Lésung wurde mit sehr viel absolutem Ather versetzt und in 
einem geschlossenen Gefi in Kaltemischung stehen gelassen. Nach 
einem Tag fallen farblose Kristalle aus, welche sich an der GefaBwand 
und am Boden festsetzen. Nach etwa drei Tagen ist die Abscheidung 
beendet. Der Ather wird nun abgegossen und die Kristalle werden 
wiederholt mit absolutem Ather gewaschen. Nach dem Trocknen zeigen 
sie bei raschem Erhitzen einen Fp. bei 163°C. EF. Fischer! gibt 165 
bis 167° an. 

5,153 mg Substanz: 7,613 mg CO,, 2,738 mg H,O. 

14,223 mg Substanz verbrauchen 2,65 cem n/45 Lauge. 

C,H,,0,. Ber.: © 40,32, H 5,93, COOH 18,90. 
Gef.: C 40,29, H 5,95, COOH 18,62. 


Methylprodukt der Verbindung C,, Hy) Qy,. 

0,25 g wurden in 3 cem 2 n Kalilauge gelést und tropfeyyveise mit 
Dimethylsulfat versetzt. Beim Schiitteln fallt bald ein woiBert 
kugeligen Aggregaten aus. Da das Filtrat noch gelb gefarbt ist, wird es 
nochmals methyliert und die alkaliunléslichen Methylprodukte vereinigt. 
In der Lésung befindet sich trotzdem noch eine geringe Menge Ausgangs- 
material, welches durch Fallen mit Schwefelsiure zuriickgewonnen 
werden kann. Das Methylprodukt wird mit Wasser gewaschen und in 
heiBem Alkohol gelést. Bei langsamem Eindunsten der Lésung fallen 
farblose Kristalle aus, welche nach dem Trocknen einen Schmelzpunkt 
von 136 bis 137° haben. Durch vollstaéndiges Verdampfen der Mutter- 
lauge kann man den Rest desselben K6rpers, allerdings etwas ver- 
unreinigt, erhalten. Das Produkt gibt in Alkohol gelést keine Eisen- 
chloridreaktion mehr, ist also vollstandig methyliert. 

4,878 mg Substanz: 11,710 mg CO,, 2,492 mg H,O. 

3.150 mg Substanz: 6.479 mg Ag J. 


-ulver in 


Cio H,O,.(OCH,),. Ber.: © 65,42, H 5,50, (OCH), 28,17. 
Gef.: C 65,47, H 5,72, (OCHs), 27,17. 


1 A. 383, 83, 1911. 
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Der Methoxylwert stimmt sehr schlecht. Es ist aber auch bei 
anderen, Bestimmungen kein hoéherer Wert zu erreichen gewesen. 
Die Bestimmung geniigt aber fiir die Entscheidung, daB8 nur eine 
Methylgruppe aufgenommen wurde. 


Benzoat der Verbindung C,,H49Qj. 


0,4 g eines Rohproduktes von der Barythydrolyse des Glucosids 
wurden in 5 ccm 2 n Lauge gelést und mit Benzoylchlorid dauernd 
geschiittelt. Aus der gelben Lésung faller weiBe Kiigelchen aus. 
Das Filtrat davon wurde nochmals bei alkalischer Reaktion benzoyliert. 
Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis schlieBlich das Filtrat nur noch 
schwach gelb gefarbt war. Das Benzoat wurde mit Lauge und dann mit 
Wasser bis zur neutralen Reaktion gewaschen. Das trockene Material 
wurde aus Alkohol umkristallisiert. Man erhalt dann weiBe, glinzende 
Blattchen vom Fp. 115°. Die Substanz gibt keine Eisenchlorid- 
reaktion mehr. Zur Analyse wurde bei 60° im Vakuum iiber P,O, 
getrocknet. 


4,375, 4,684 mg Substanz: 11,160, 11,940 mg CO,, 1,883, 1,907 mg H,O. 
4,529 mg Substanz: 3,172 mg AgJ. 
C,,H,O, . OCOC,H;. Ber. : C 69,65, H 4,55, OCH, 9,99. 
Gef.: C 69,57, H 4,82, OCH, 9,25. 
C 69,52, H 4,56. 


Es liegt also in der erhaltenen Verbindung ein Monobenzoat vor. 
Das Benzoat ist auffallend bestaindig gegen Kaliumpermanganat, 
selbst bei langem Schiitteln tritt nur eine sehr geringe Braunstein- 
abscheidung ein. Die Hauptmenge des Ausgangsmateriales laBt sich 
unverandert zuriickgewinnen. 


Oxim der Verbindung (C,,H 4904. 


0,2 g der Verbindung C,,;H,,O, wurden in 5 cem acetonfreiem 
Methylalkohol gelést. Dazu wurde eine Lésung von 0,28 g Hydroxy!- 
aminchlorhydrat und 0,25 g Kaliumcarbonat, beide in méglichst wenig 
Wasser gelést, gegeben. Beim Erhitzen entfarbt sich die gelbe Lésung. 
Nach einer Stunde wurde noch heiB vom Kaliumchlorid filtriert und der 
Alkohol verdunstet. Es hinterbleibt eine weiBe Kristallmasse, welche 
neuerdings in heiBem Methylalkohol gelést und mit Wasser bis zur 
Triibung versetzt wurde. Nach lingerem Stehen in der Kalte fallt das 
farblose Oxim aus. Nach dem Absaugen und Trocknen hat es einen 
Schmelzpunkt von 144°. Das Filtrat wird mit viel Wasser versetzt. 
Man erhalt eine zweite Fraktion, welche nach dem Trocknen im Vakuum 
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bei Zimmertemperatur bei 147° schmilzt. In Alkohol gelést gibt die 
Substanz eine dunkelgriine Eisenchloridreaktion. 

4,914 mg Substanz: 10,831 mg CO,, 2,298 mg H,0O. 

5,822 mg Substanz: 0,326ccm N (16°, 745 mm). 

4,993 mg Substanz: 10,942 mg CO,, 2,338 mg H,O. 

4,594 mg Substanz: 0,258 ccm N (13°, 750 mm). 


C,,H,,0, = NOH (221,10). Ber.: C 59,70, H 5,02, N 6,34. 
Gef.: C 60,11, H 5,23, N 6,48. 
C 59,77, H 5,24, N 6,61. 


II. Kellin. 

Die zerkleinerten Samen werden nach J. Mustapha! verarbeitet. 
Man erhalt je Kilogramm etwa 0,4g eines Gemisches weiber Nadelchen, 
welche nach dem Trocknen bei ungefahr 115° schmelzen, aber wesentlich 
friiher sintern. Nach fraktioniertem Umbkristallisieren aus Wasser 
erhalt man Anteile, welche zwischen 100 und 148° schmelzen. Allen 
gemeinsam ist die Léslichkeit in Mineralsiuren unter Orangegelbfarbung. 
Alle Substanzen sind stickstofffrei und zeigen auch nach Hydrolyse mit 
Sauren keine Reduktion Fehlingscher Lésung. Die tiefer schmelzenden 
Fraktionen geben in wiasserig alkoholischer Lésung eine mehr oder 
minder intensiv griine Eisenchloridreaktion. Die Fraktionen mit héherem 
Schmelzpunkt zeigen fast keine Eisenchloridfirbung mehr. Ferner sind 
alle Fraktionen methoxylhaltig. 

Diese Produkte lassen sich zweckmaBiger erhalten, wenn man, 
wie bei der Darstellung des Glucosids angegeben, bei Abwesenheit von 
Kalk mit Alkohol extrahiert. Das alkoholische Filtrat wird nach 
Entfernen des Glucosids vom Alkohol befreit und mit Ather wiederholt 
ausgekocht. Die Atherausziige scheiden dann gewohnlich nach langem 
Stehen in einer Kaltemischung ein mit wenig Ol durchtrianktes Substanz- 
gemisch ab, welches aus Wasser wiederholt umkristallisiert wird. 
Man erhalt dann Fraktionen vom Fp. 138 bis 148°. 


Analyse eines Anteiles vom Schmelzpunkt 138° (in Alkohol schwach griine 


Eisenchloridreaktion. ) 
5,085 mg Substanz: 12,080 mg CO,, 2,216mg H,O. 
3,038 mg Substanz: 5,502 mg AgJ. 
C,,H,.0;. Ber.: C 64,59, H 4,65, (OCH), 23,84. 
Gef.: C 64,79, H 4,88, (OCHs), 23,93. 


Analyse eines Produktes vom Schmelzpunkt 145° (sehr schwache griine 


Eisenchloridreaktion) : 
5,093 mg Substanz: 12,090 mg CO,, 2,189 mg H,O. 
3,748 mg Substanz: 6,801 mg AgJ. 
Gef.: C 64,74, H 4,81, (OCH,), 23,97. 


1 Compt. rend. 89, 442. 
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\nalyse eines Produktes vom Schmelzpunkt 147 bis 148° (auBerst schwache 
Kisenchloridreaktion). 
4,928 mg Substanz: 11,600 mg CO,, 2,146 mg H,0O. 
Gef.: C 64,20, H 4,87. 


0,2 g der Substanz vom Schmelzpunkt 145° wurden mit 50 cem 
n 10 Barytlauge fiinf Minuten gekocht. Es tallt eine geringe Menge 
eines gelben Kérpers aus, von welchem filtriert wird. Er ist in Alkohol 
sehr schwer léslich und gibt rotbraune Eisenchloridfarbung. Die Haupt- 
menge des Spaltproduktes bleibt in der Lauge gelést und wird durch 
Kohlensaure gemeinsam mit Bariumcarbonat gefallt. Nach Entfernen 
des Bariumcarbonates mit Salzsiure hinterbleibt ein gelbes Pulver, 
welches in Alkohol dunkelgriine Eisenchloridreaktion gibt. Nach dem 
Umkristallisieren aus Alkohol schmilzt es bei 100° und sublimiert 
teilweise im Vakuum bei héherer Temperatur. 

5,079 mg Substanz: 11,296 mg CO,, 2,381 mg H,0O. 

4,946 mg Substanz: 9,479 mg AgJ. 

CyH,,0;. Ber.: C 60,99, H 5,13 


l (OCH), 26,26. 
Gef.: C 60,66, H 5,25 


, (OCH,), 25,32. 

Das itherische Filtrat wird dann weiter, wie beim ,,Kellin‘’: an- 
yvegeben, verarbeitet. SchlieBlich werden nach dem Umbkristallisieren 
aus Wasser Nadelchen eines Substanzgemisches erhalten, welche 
zwischen 100° und 127° schmelzen. 

Nach dem niedrigen Methoxylgehalt (7,75°.,) und der intensiv- 
griinen Eisenchloridreaktion zu schlieBen, enthalten die tiefschmelzenden 
Fraktionen Substanzen mit freiem phenolischen Hydroxyl. 

Wir méchten fiir die Substanz C,,H,,O; den Namen _,,Kellin® 
beibehalten und als Konstitutionsformel fiir dieses (IIL) und fiir das 
Alkalispaltprodukt C,,H,,0,; (IV) folgende Ausdriicke wahlen: 


OC Hs OCH, 
H H 
C C C C 
( ( CH e 4 0 CH 
_2 #20 | 
C,H,O l I] —> ©,H,O | I\ 
—C C C=O C C COOH 
\ 
Cc O ( OH 
| 
OCH. OCH, 











Mikromethode zur Bestimmung von vierfach ungesittigten 
Fettsiuren. 


Von 


H. Tangl. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1930.) 


Leathes (1909), Hartley (1909) und Bloor (1928) beschaftigten sich in 
neuerer Zeit in mehreren Arbeiten mit der Rolle der stark ungesattigten 
Sauren im Organismus. 

Es ist ihrer Ansicht nach wahrscheinlich, daB diese ungesittigten 
Saéuren den Anfang des Fettsiurenabbaus im Organismus darstellen 
Gestiitzt wird diese Anschauung durch die Wielandsche Theorie (1922) 
iiber den Ablaut der Oxydationen im Organismus. Nach seiner Auffassung 
erfolgt die Oxydation einer Kohlenstoftkette in mehreren Phasen. Zuerst 
entsteht nimlich eine Doppelbindung unter Abgabe von 2 H, hiernach wird 
unter Wasseraufnahme die Oxyverbindung, dann aus dieser durch 
abermalige Abgabe von 2 H die entsprechende Ketoverbindung hergestellt. 
wonach die Kette unter Wasseraufnahme zerreiBt. 

Eine andere Rolle der Desaturation finden wir in den verdanderten 
Léslichkeitsverhaltnissen. Die ungesittigten Verbindungen sind selbst 
leichter léslich als die gesattigten und sie kénnen leicht in die entsprechende 
Oxy-verbindung tibergefiihrt werden. Nun wurde bisher die Tatsache nicht 
beachtét, daB die Oxyabkémmlinge der vierfach ungesittigten Saéuren in 
Wasser ziemlich gut léslich sind, wo doch dieser Umstand bei dem Fett 
transport eine wichtige Rolle spielen kann. Diese Theorie wird nicht nu 
durch die Tatsache unterstiitzt, daB die ungesittigten Sauren reaktions 
fahiger sind als die gesittigten, sondern auch durch ihre Verteilung im 
Organismus, da nimlich in einigen Organen (Leber, Herz, Niere), wo dis 
Verbrennung von Fettsiuren hauptsachlich stattfindet, die hochun- 
gesittigten Fettsiuren in gréBerer Menge vorgefunden werden. Die Jodza)! 
des Fettdepots ist naimlich betrachtlich kleiner als die des Organfettes 
Wenn aber durch lingeres Hungern das Depotfett mobilisiert wird, dam 
finden wir auch die Jodzahl des Depotfettes erhéht. 


Aus diesen Angaben ist ersichtlich, daB die ungesattigten Sauren im 
Organismus eine Rolle spielen und daher ihre Bestimmung wahrschein 
lich einen Einblick in den Fettstoffwechsel gestattet. Bei Stoffwechse! 
untersuchungen ist natirlich von gréBter Wichtigkeit, daB die betreffen| 
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Substanz in méglichst kleinen Mengen bestimmt werden kann. Die 
obenerwahnten Verfasser konnten jedoch, da ihnen keine Mikromethode 
zur Verfiigung gestanden hat, ihre Untersuchungen nur mit groBen 
Substanzmengen (1 bis 1!. Liter Blut oder einigen Kilogramm Organ- 
material) ausfiihren. 

Bisher wurden zu Untersuchungen der ungesittigten Siuren 
folgende Verfahren angewandt : 

Hazura (1889) oxydierte die ungesiittigten Saiuren mit kalter alkalischer 
Kaliumpermanganatlésung, wodurch an die Stelle jener Doppelbindung 
2 OH eintraten. Dadurch gewann er die entsprechenden § gesiittigten 
hydroxylierten Sauren. Diese Oxysiiuren wurden dann auf Grund ihrer 
verschiedenen Léslichkeit in Wasser und Ather voneinander getrennt und 
durch die entsprechenden Schmelzpunkte identifiziert. Bei einer anderen 
Methode (Farnsteiner) werden die ungesittigten Sauren in ihre Bleisalze 
iiberfiihrt und durch deren verschiedene Léslichkeit voneinander getrennt. 
Tsujimoto stellt die Lithiumseifen der ungesittigten Siéuren her, die in 
Aceton in verschiedenem Grade léslich sind. Die Trennung kann auch durch 
die fraktionierte Destillation der Methylester der Séuren ausgefiihrt werden. 
Die Bestimmung erfolgt bei all diesen Verfahren gravimetrisch. Diese 
Verfahren eignen sich indessen zur Ausarbeitung einer Mikromethode nicht, 
da die hochungesiittigten Saéuren im Blut und in den Organen nur in sehr 
geringen Mengen vorhanden sind. 

Am vorteilhaftesten erschien mir daher, um auch in kleinen Mengen 
die ungesittigten Sauren bestimmen zu kénnen, das Bromierungs- 
verfahren, das zuerst von Hazura (1889) angegeben und spater von 
Hechner und Mitschel (1898) sowie von Farnsteiner (1899) modifiziert 
worden ist. Diese Methode beruht darauf, daB die ungesittigten 
Sauren an jeder Doppelbindung zwei Atome Halogen aufnehmen kénnen. 
Friiher wurde zur Addition Jod gebraucht, neuerdings wird dagegen 
Brom verwendet, da damit die Reaktion vollstandiger und schneller 
verlauft. Die Léslichkeitsverhaltnisse der verschiedenen Fettsdure- 
bromide sind nicht gleich. Die Dibromide sind namlich in -Petrolather, 
die Tetrabromide in Ather, die Hexabromide nur in heiBem Benzol 
léslich, wihrend die Oktobromide auch hierin unléslich sind. 

Auf diese Weise kann die Menge der stark ungesattigten Siuren 
gewichtsanalytisch bestimmt werden. Da mir jedoch bei meinen Ver- 
suchen diese Verbindungen nur in kleinen Mengen zur Verfiigung standen. 
so konnte ich die gewichtsanalytische Methode nicht gebrauchen, 
Es lag aber auf der Hand, das im gewonnenen Niederschlag enthaltene 
Brom zu bestimmen. 

Die Bestimmung des Broms kann gravimetrisch, kolorimetrisch und 
titrimetrisch ausgefiihrt werden. Meine Aufgabe wurde durch den 


Umstand erleichtert, daB ich das Brom nicht neben Chlor bestimmen 
mute, da der Niederschlag kein Chlor enthalt. Das Brom kénnte somit 
z. B. durch die Methode von Volhardt titrimetrisch oder nach Nencki- 
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Ucko kolorimetrisch bestimmt werden. Ich fand jedoch, daB bei de: 
Veraschung betrachtliche Brommengen verlorengehen, da Bromide viel 
tliichtiger sind als Chloride. Es konnte daher die Oxydation nicht mit 
Salpetersaure in Anwesenheit von Silbernitrat und die Veraschung nicht 
in einem Tiegel mit Soda ausgefiihrt werden. Die besten Ergebnisse 
bekam ich mit dem Veraschungsapparat von 7'schopp. Dieser Apparat 
hat einige Vorteile. Zunachst wird nimlich das verfliichtigte Halogen in 
einer H,O,-Lésung aufgefangen, worin das Brom als Hydrogenbromid 
gebunden wird, und dann die H,O,-Lésung nach der Oxydation wiede: 
in der Versuchslésung zu dem unverfliichtigten Brom zuriickgebracht 
Sodann gestaltet sich die Behandlung des Apparates einfach und 
erfordert waihrend des Oxydationsvorganges keine besondere Aufsicht 


Methodik. 

Meine Methodik gestaltet sich hiernach folgenderweise : 

5 cem Blut oder Serum werden in einem 100 cem-Kolben tropfen- 
weise mit Alkoholather (nach Bloor) vermischt und sechs Stunden lang 
bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nachdem wird filtriert und das 
Filtrat so lange mit 3 °,,iger Bromlésung in Eisessig tropfenweise versetzt. 
bis die Farbe der Bromlésung nicht mehr verschwindet. Unterdessen mul 
die Fliissigkeit mit einem Glasstab stark geriihrt werden. Nach 12- bis 
24stiindigem Stehenlassen wird die Lésung vom Niederschlag abfiltriert. 
Das Filter mit dem Niederschlag wird mit einigen Kubikzentimete: 
heiBem Benzol gewaschen, wodurch die Fettsiurebromide, die weniger 
als acht Bromatome enthalten , entfernt werden. Nachher kommt das 
Filter mit dem Niederschlag in den Kolben des T'schoppschen Ver. 
aschungsapparates, welcher 5 ccm einer n/100 Silbernitratlésung enthalt. 
Nach dem SchlieBen des Apparates wird durch den Seitentrichter die 
Silbernitratlésung mit 1 ccm H,O, (wir verwendeten Peroxygenol 
Richter, Budapest) und 2 cem konzentrierter Salpetersiure versetzt 
In den oberen Trichter des Apparates gibt man ebenfalls verdiinnte 
Peroxygenollésung, um die frei gewordenen Bromdimpfe zu binden. 
(Tschopp 1927). 

Nach halbstiindigem Kochen ist die Oxydation beendet, worauf der 
Inhalt des oberen Trichters in den Kolben gelassen wird. Zur abgekiihlten 
Lésung setzt man dann 20 Tropfen 1 °,,iger Starke hinzu und titriert mit 
n/100 Jodkalilésung, bis die blaue Farbe von Jodstarke erscheint. 


Berechnung der Titrationsergebnisse. 


1 cem der verbrauchten n/100 Silbernitratlésung entspricht etwa 
0,8 (0.7996) mg Brom und etwa 4 (0,397) mg Triarachidonat. Die Menge 
der vierfach ungesattigten Fette kann somit als Triarachidonat berechnet 
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werden, wenn die Menge des verbrauchten Silbernitrats mit der Zahl 4 
multipliziert’ wird. 

Mit dieser Methodik habe ich in Blut und in verschiedenen Organen 
die Menge der vierfach ungesittigten Fettsiuren bestimmt und die 
erhaltenen Ergebnisse in der folgenden Tabelle zusammengestellt. Bei 
diesen Versuchen handelt es sich um Tiere, die 24 Stunden lang hungerten. 


Tabelle I. 





; : ae bn n/100 Br Fe al - 
Untersuchte Substanz ay oe n AgNO3 ia on mg 
Hundeblut. . .... 5 ecem 2,25 1,80 0,90 18,0 

‘  ~ 1,80 1,44 0,72 14,4 

5 2.16 1,72 0,86 17,2 

= ws 2.60 2.08 1,04 20.8 

: 5 2.10 1,68 0,84 16,8 

5 2 06 1,65 O82 | 164 

. i 2,15 1,72 0,86 17,2 

5 2.43 1,94 0,97 19.4 

- ae te ee ae 5 , 2.43 1,94 0.97 19.4 

. : S . 1,86 1,49 0,74 14.8 
Ochsenblut . 5 . 2,30 1,84 0,92 18,4 
a ao - 2.43 1,94 0,97 19.4 
Ochsenserum . - o 2.88 2.30 1,15 23,0 
e ‘  » 2,84 2.27 1,14 22.8 
Hundeserum . 5, 2.55 2,00 1,02 20,4 
» re 2,24 1,79 0,90 18,0 
Hasenleber. 2.75 ¢ 3,01 2.43 1,22 44.4 
Hundeleber 1,85, 2.15 1,72 0,86 46.4 
0,95 ,, 1,64 1,51 0,76 58.8 

- 1,30 , 1,52 1,22 0,61 46,7 
Hundeherz . 1,75 1,67 1,34 0,67 38.5 
ss . 2,05 ,, 1,56 1,24 0,62 31,0 
Hundeniere Pay eek 1,55 , 1,27 0,82 0.41 26,2 
Hundefett . ..... 0,30, 3,15 2.52 1,26 419.0 
a me Gren g 0,40. 4.64 3,72 1,86: 465.0 


Aus diesen Angaben ist ersichtlich, dab diese Niichternwerte 
annahernd konstant sind. Diese Werte schwanken zwischen 16 und 
22 mg-°,,. Diese Mengen entsprechen ungefahr 10°,, der Gesamtfett- 
siuren des Blutes. , 

Ich habe ferner an einigen Organen Bestimmungen ausgefiihrt, 
wie aus der Tabelle ersichtlich ist. Die mitgeteilten Werte zeigen, 
da die Menge der vierfach ungesiattigten Fettsiuren in der Leber 
ungefahr 50 mg-°,, des Lebergewichts betragt. Im Fettgewebe entspricht 
die Menge der ungesattigten Fettsiuren ungefaihr 420 bis 460 mg-° 
Hieraus ergibt sich, daB die hochungesattigten Fettsduren im Fettdepot 
in bedeutend kleineren Mengen vorhanden sind als in Organen. Die 


hohen Zahlen entstehen dadurch, daB das Fettgewebe annihernd 
35mal mehr Fett enthalt als die untersuchten Organe. Meine Methode 
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hat somit zu Ergebnissen gefiihrt, die recht gut mit jenen tiberein- 
stimmen, die Hartley bei der Verwendung von grofben Mengen von 
Untersuchungsmaterial erhalten hat. 


Die Arbeit wurde unter der Leitung des Herrn Professor Dr. G. Farkas 
ausgefiihrt. Fiir seine Ratschlage bin ich ihm zu groBem Dank verpflichtet 


Zusammenfassung, 


Es wird eine Mikromethode beschrieben, womit die Menge der 
vierfach ungesattigten Sauren im Blut und in Organen bestimmt 
werden kann. 
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Untersuchungen iiber Erepsin’. 


Von 
H. A. Oelkers. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit 
Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1930.) 


Es soll in dieser Arbeit der Einflu8 einiger anorganischer Salze 
sowie der des Alanins und des Glykokolls auf die Spaltung des Alanyl- 
glycins durch Darmerepsin untersucht werden. In der Literatur liegt 
bereits eine ganze Anzahl von Arbeiten vor, die sich mit der Wirkung von 
Neutralsalzen und von Aminosiuren auf den Verlauf der Dipeptid- 
spaltungen durch Erepsin befassen. Es wurden von den einzelnen Unter- 
suchern sehr verschiedene Befunde erhoben, man fand Hemmungen und 
Beschleunigungen der Spaltung, von anderen wurde jeder Einflub 
geleugnet. Die alteren Arbeiten, die sich mit dieser Frage befassen, 
erscheinen wertlos, da niemals die Wasserstoffionenkonzentration in den 
Versuchsfliissigkeiten beriicksichtigt wurde. Aber auch die neueren 
Arbeiten, in denen dies geschah, sind widerspruchsvoll. Dernby* fand 
Hemmung der ereptischen Spaltung (Darmerepsin) durch alle von ihm 
untersuchten anorganischen Salze von einer Konzentration von 0,02 mol. 
ab. Er meint, daB diese Wirkung unabhingig von der Art der Ionen und 
nur durch deren Konzentration bedingt sei. Alanin und Glykokoll 
beeinfluBten die, Spaltung nicht. Abderhalden und Fodor® bestatigten 
die hemmende Wirkung anorganischer Salze. Waldschmidt- Leitz 
und Schdffner* erwahnen, daB der hemmende EinfluB anorganischer 
Salze nur fiir die Erdalkalien und fiir Phosphate sich bestatigen labt, 


' Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 

2 Diese Zeitschr. 81, 107, 1917. 

3 Fermentforschung 4, 191, 1921. 

4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 151, 31, 1925. 
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andere Salze sollen ohne EinfluB sein. Euler und Josephson! fander 
starke Spaltungshemmung des Glycyl-Glycins durch Glykokoll und dure}, 
Alanin. Grassmann-Klenk® stellen starke Verlangsamung der Spaltung 
des Glyeyl-Glycins durch d-Alanin fest. Die Geschwindigkeit de: 
Leucyl-Glycinspaltung wurde nicht verandert. 

Diese Angaben der verschiedenen Autoren erscheinen widerspruchs 
voll, lassen sich aber wohl dadurch erkliren, daB die Versuche zun 
Teil ohne oder mit sehr schwacher Pufferung der Versuchsfliissigkeite 
vorgenommen wurden, auberdem wurde von einigen Untersuchern als 
Ferment Darmerepsin, von anderen Pankreassaft, von anderen Wasser- 
ausziige aus Trockenhefe verwandt. Im ganzen sind die Ergebnisse so 
unsicher, das eine nochmalige Priifung des Problems gerechtfertigt 
erscheint. 

E xperimenteller Teil. 


Ferment: dargestellt aus Darmschleimhaut nach Waldschmidt-Leit: 
und Schdffner®. Von Trypsin betreit und gereinigt nach Waldschmidt-Leit 
und A. Harteneck*. 

Substrat: Alanyl-Glycin, dargestellt nach E. Fischer und W. A axhausen® 

Der Spaltungsverlauf wurde kontrolliert durch die Titration nac} 
Linderstrém-Lang*®, und zwar wurde 1,0 cem der zu untersuchenden Lésung 
in 20 cem Aceton mit n/10 alkoholischer Salzsaéure titriert, Indikato: 
Naphthylrot (Benzol-Azo-«-naphthylamin). Die titrimetrische Bestimmung 
des Amino-N hat sich uns gut bewahrt. Genauigkeit 0,01 cem n/10. 

Es wurde zunachst der EinfluB einer Zugabe von Calciumchlorid zum 
Fermentsubstratgemisch untersucht. Es wurde eine Stammldésung het 
gestellt aus Calciumchlorid, die mit Calciumhydroxyd gegen Lackmus 
neutralisiert wurde und die 14,35 g Calcium in 100 ccm enthielt. Die Ansatze 
enthielten Alanylglycin in einer Konzentration vonm,/10. Das Alanylglycin 
wurde in 0,2 mol. Boratpuffer vom py 7,8 gelést. Zu jedem Ansatz wurden j« 
0,5 cem von aus der Caleciumchlorid-Stammlésung hergestellten Ver 
diinnungen gegeben, zur Kontrolle wurden 0,5 ccm aqua destillata zugesetzt 
In jedem Ansatz wird das py mit der Glockenelektrode gepriift und eventue! 
durch Zugabe von n NaOH genau auf py 7,8 gebracht. Zu jedem Ansatz 
werden 0,5 ccm der Erepsinlésung (siehe oben) hinzugegeben. 

Unterhalb einer Konzentration des Calciums von 0,003 mol. in den 
Ansitzen zeigte sich kein EinfluB auf die Spaltungsgeschwindigkeit 
dagegen machte sich bei starkeren Konzentrationen eine Hemmung de! 
Spaltung bemerkbar bis zur vollstaéndigen Authebung der Spaltung be 
0,5 mol. Konzentration des Calciumchlorids. 


1 Zeitschr. f. biol. Chem. 157, 122, 1926. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 26, 1929. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 151, 44, 1925. 

4 Ebendaselbst 147, 303, 1925. 

5 Lieb. Ann. d. Chem. 340, 123, 1905. ,,.Untersuchungen iiber Amino 
siuren, Polypeptide und Proteine*t von E. Fischer. Berlin, Julius Springer. 
1906. S. 467. 

® Zeitschr. f. physiol. Chem. 173, 323, 1928. 
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Zur Veranschaulichung des Gesagten sollen hier einige Versuchs- 
protokolle folgen. 


0,365 g Alanylglvcin werden ad 20,0 cem in 0.2 mol. Boratpuffer gelést 
} } ] 





und durch Zugabe einiger Tropfen n NaO H unter Kontrolle mit der Glocken- 
elektrode auf px 7,8 gebracht. 

In vier Kélbchen werden je 5,0 cem einpipettiert ; zum ersten Kélbchen 
kommt 0,5 cem aqua destillata, in die anderen Kélbchen je 0,5 com von aus 
der Stammlésung von Calciumchlorid hergestellten Verdiinnungen, so dais 
spater nach Zusatz des Ferments (0,5 com) Ansatz 2 Calcium in einer Konzen 

) tration von 0,001L5 mol., Ansatz 3 in einer Konzentration von 0,0023 mol. und 
Ansatz 4 in einer Konzentration von 0,003 mol. enthalt. Vor dem Zusatz des 
Ferments wird in jedem Ansatz der py mit der Glockenelektrode gepriift 
(Pu 7,8). 

Die Ansatze werden in den Thermostaten bei 37,5° gebracht und nach 
dem Temperaturausgleich zu jedem Ansatz 0,5 com der Erepsinlésung 
zugegeben. Die Spaltung wird nach dem Verfahren von Linderstrém-Lang 
vertolgt. Abnahme von je 1,0 cem der Versuchslésungen und Titration in 
20 cem Aceton mit n/10 alkoholischer Salzséure (Indikator: Naphthylrot). 

Versuch 1. 
ecm verbrauchte n 10 HCI Zunahme in cem n lO HC! 

Zeit Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz  Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz 

1 2 3 4 1 2 3 4 

0 Min. 1.78 1,72 1,73 1.72 - - 
25 , 1,91 1,88 1,89 1,87 0,18 0,16 0,16 0.15 
25 , 2,08 2,04 2,02 0,17 0,16 O15 0.15 
: 1 Std. 2,26 2,25 2,26 0,18 0,21 0.21 0.24 

nach 24 Std. 2,27 2,25 2,26 0.01 





Es zeigt sich bei den angewandten Konzentrationen des Calciums kein 
deutlicher EinfluB auf die Spaltungsgeschwindigkeit, vielleicht eine geringe 
Verlangsamung, besonders in Ansatz 4. 


Versuch 2. 





Der Versuch wird genau so angesetzt wie der vorige. Ansatz 1] ist die 
Kontrolle, nur enthalt Ansatz 2 Calcium in einer Konzentration von 





0,001 mol., Ansatz 3 von 0,0015 mol., Ansatz 4 von 0,003 mol.; px 7,8. | 
i J . 
eem verbrauchte n/10 HCl . Zunahme in cem n 10 HC] 
Zeit Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz (Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz 
1 2 3 4 1 2 3 4 


0 Min. 1,69 1,69 1,70 1,70 


wm . 1,91 1.91 1,93 1.92 0.22 (),22 0,23 (),22 
 « 9.10 2 09 2.08 2.08 0.19 O18 O15 0.16 

1 Std. 2,25 2,25 2,26 2,25 O15 0.16 0.18 O17 

nach 24 , 2.25 2,25 2.26 2,26 - 0.01 


Die Spaltung verlaiuft in allen Ansa&tzen ungefahr gleich. 
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Versuch 3. 
Genau so angesetzt wie die vorigen Versuche. 


Ansatz 1 ist die Kontrolle. Die Calciumkonzentration betriagt in An- 
satz 2 0,0068 mol., in Ansatz 3 0,012 mol., in Ansatz 4 0,03 mol.; px 7,8. 





eem verbrauchte n,10 HCl Zunahme in cem n10 HC] 


Zeit Ansatz  Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz <Ansatz Ansatz 
l 2 3 4 1 2 3 4 
0Min. 1,72 1,72 1,72 1,73 — — 
i5 , 1,82 1,80 1,76 1,77 0,10 0,08 0,04 0,04 
ib . 1,90 1,86 1,80 1,79 0,08 0,06 0,04 0,02 
30 , 2,02 1,96 1,84 1,80 0,12 0,10 0,04 0,01 
24 Std. 2,24 2,22 2,20 2,08 0,22 0,26 0,36 0,20 


Es findet sich verlangsamte Spaltung in Ansatz 2 sowie starke Hemmung 
in Ansatz 3 und 4. 


Es wurde sodann in gleicher Weise wie bei dem Calcium der EintluB von 
Magnesiumchlorid aut die Spaltung des Alanylglycins durch Erepsin bei 
pu 7,8 untersucht. Die Ergebnisse stimmen ziemlich genau mit den bei den 
Versuchen mit Calcium gefundenen tiberein. Unterhalb einer Konzentration 
des Magnesiumchlorids von 0,003 mol. in der Versuchstliissigkeit zeigt sich 
kein EinfluB auf die Spaltung, in starkeren Konzentrationen macht sich eine 
deutliche Hemmung bemerkbar bis zum _ vollstandigen Authéren der 
Spaltung bei etwa 0,5 mol. Konzentration. 


Versuch 1. 

Der Versuch wird genau wie bei den Untersuchungen mit Calcium 
beschrieben angesetzt, nur daB zu den einzelnen Ansitzen jetzt Verdiinnungen 
aus einer 3,59 mol. Magnesiumchloridlésung, die mit Natronlauge gegen 
Lackmus neutralisiert wurde, zugegeben werden. 


Ansatz 1 ist die Kontrolle, die Konzentration von Magnesiumchlorid ist 


in Ansatz 2 0,001 mol., in Ansatz 3 0,0015 mol., in Ansatz 4 0,003 mol.: 





PH 7,8. 
eem verbrauchte n/10 HCl Zunahme in cem n10 HCl 
Zeit Ansatz Ansatz  Ansatz Ansatz | Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz 
1 2 3 4 1 2 3 4 
0 Min. 1,67 1,67 1,67 1,66 ~ — . 
30, 1,88 1,58 1,58 1,89 0,21 0,21 0,21 0,23 


oo 2.04 2,04 2,04 2,04 0,16 0,16 0,16 0,15 
1 Std. 2,17 2,18 2,18 2,17 0,13 013 0.14 0,13 


nach 24 , 2,17 2,18 2.18 2,17 — — 


Die NSpaltungsgeschwindigkeit ist in allen Ansatzen die gleiche. 
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Versuch 2. 


Angesetzt wie bisher. Ansatz 1 ist die Kontrolle, die Konzentration an 
Magnesiumchlorid betragt in Ansatz 2 0,006 mol., in Ansatz 3 0,012 mol., 





in Ansatz 4 0,03 mol.; pH 7,8. 
eem n/10 HCl Zunahme in cem n 10 HC] 
Zeit Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz \nsatz Ansatz 
1 2 3 4 1 2 3 4 


0 Min. 1,69 1,69 1,70 1,70 


3. . 1,87 1,85 1.81 1.78 0.18 0,16 O11 0,08 
 « 2.03 1,99 1,90 1,85 0,16 0,14 0,09 0.07 
3 2.14 2.12 2,03 1,94 O11 013 0.13 0,09 
nach 24 Std. 2,20 2,21 2,20 2.19 0,06 0,09 0.17 0,25 


Die Spaltung in Ansatz 2 ist verlangsamt; starke Herabsetzung der 
Spaltungsgeschwindigkeit in Ansatz 3 und Ansatz 4. 

In einem anderen Versuch konnte gezeigt werden, daB es bei 0.5 mol. 
Konzentration vonCalcium- und Magnesiumchlorid gelingt, v6llige Hemmung 
der Spaltung herbeizufiihren. Der Versuch wird wie gewohnlich vorbereitet, 





Ansatz | ist die Kontrolle, Ansatz 2 enthalt Calciumchlorid in etwa 0,5 mol. 
, Konzentration, Ansatz 3 Magnesiumchlorid in etwa 0,5 mol. Konzentration; 
Pu 7,8. In Ansatz 2 tritt nach dem Zusatz von Calciumchlorid eine leichte 
Triibung aut. 
l 
eem n/10 HCl Zunahme in cem n10 HCl 
Zeit Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz 
1 2 3 1 2 3 
0 Min. 1,70 1,74 1,75 
30), 1,93 1,75 1,75 0.23 0,01 
7 60, 2,22 1,75 1,75 0,29 
| 2 Std. 2,22 1,75 1,75 — 
24 , 2,22 1,75 1,75 — — 


Um zu sehen, ob diese starke Hemmung der NSpaltung bei 0.5 mol. 
Konzentration eine allgemeine Salzwirkung sei, wurde ein entsprechender 
Versuch mit Kaliumchlorid angesetzt. Es fand sich keine Beeinflussung. 
Ansatz | ist die Kontrolle, Ansatz 2 enthalt Kaliumchlorid in m/10 Konzen- 
tration, Ansatz 3 enthalt Kaliumchlorid in 0,5 mol. Konzentration; py 7,8. 





ecm n10 HCl Zunahme in cem n 10 HC! 
Zeit Ansatz Ansats: Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz 

1 2 3 1 2 3 

0 Min. 1,72 1,73 1,73 ~ 
30 1,93 1,93 1,92 0,21 0,20 0,19 
30 2.08 2.08 2.08 0.15 0.15 0.16 
1 Std. 2,23 2,24 2,23 0.15 0,16 0,15 


Die Spaltung verliuft in allen Ansétzen gleich. 

Die Versuche mit Natriumfluorid zeigten keinen Eintlu®8 des Nak auf 
die Spaltung bei Konzentration des Natriumfluorids in der Versuchs- 
fliissigkeit von 0,00L bis 0,1 mol. und einem pq von 7,38. 
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Versuchsbeispiel. 
Der Versuch wird so wie friiher beschrieben ausgetiihrt. Ansatz | ist die 
Kontrolle. Die Konzentration an NaF betragt in Ansatz 2 m/1000, in 





Ansatz 3 _m/100, in Ansatz 4 m/10; py 7,8. 
ecm n 10 HCI Zunahme in ecem n 10 HCI 

Zeit Ansatz | Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz | Ansatz Ansatz  Ansatz 

1 2 3 4 1 2 3 4 

0 Min. 1,74 1,73 1,74 1,75 — — - aps 
_ 2 1,89 1,89 1,90 1,91 0,15 0,16 0,16 0,16 
20 , 2,03 2.02 2,03 2,03 014 0,13 0,13 0,12 

20 y 2,14 2.14 2,15 2,14 0.11 0,12 0,12 0,11 
1 Std. 2,23 2,23 2,21 2,22 0,09 0,08 0,06 0,08 


Die Spaltung verléuft in den vier Anséitzen gleich. 


Auch Ammoniumrhodanid zeigte bei einem pq von 7,8 keinen Eintlui 
auf die Spaltung in den Konzentrationen zwischen 0,0008 bis 0,021 mol. 


Versuchsbeispiel. 
Angesetzt wie friiher beschrieben. Ansatz 1 ist die Kontrolle, die 
Konzentration an NH,SCN betragt in Ansatz 2 0,0008 mol., in Ansatz 3 





0,0084 mol., in Ansatz 4 m/100; pu 450 
cem n10 HCI Zunahme in cem n 10 HCl 
Zeit Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz |) Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz 
1 2 3 4 l 2 3 4 


0 Min. 1,70 1,70 1,70 1,71 — - 
30. OC, 1,99 1,91 1.91 1,92 0,20 0,21 0,21 0,21 


a . 2,07 2,07 2.06 2.08 017 0.16 0.15 0,16 
on 2,13 2,12 2,12 2.13 0,06 0,05 0,06 0.05 


1 Std. 2,19 2,18 2,18 2.18 0,06 0,06 0,06 0,05 


Die Spaltung ist in allen Ansitzen die gleiche. 


In einigen weiteren Versuchen wurde die Spaltung des Alanylglycins bei 
Anwesenheit von Alanin und von Glykokoll untersucht. 
Bei Gegenwart von n/10 d-Alanin, |-Alanin, d,l-Alanin oder n/10 
Glykokoll zeigt sich eine deutliche Hemmung der Spaltung; stark auf- 
gehalten wird die Spaltung, wenn d-Alanin, |-Alanin, d,1l-Alanin oder 
t \ Glykokoll in einer Konzentration von 0,2 mol. in der zu untersuchenden 
Fliissigkeit vorhanden sind. Ebenso findet sich starke Verlangsamung der 
Spaltung, wenn Alanin (d, 1 oder dl-Form) gleichzeitig mit Glykokoll in 
m/10 Konzentration in der zu spaltenden Alanylglycinl6sung vorhanden 
sind, der py betragt 7,8. 


Versuch 1. 


Ansatz 1: 0,1461 g Alanylglycin werden ad 10,0 ccm in 0,2 mol. Borat- 
puffer (px 7,8) gelést und durch Zugabe von n NaOH unter Kontrolle mit 
der Glockenelektrode auf py 7,8 gebracht. 
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Ansatz 2: 0,1461 g Alanylglycin und 0,0890 g d-Alanin werden ad 
10,0 cem in 0,2 mol. Boratpuffer (px 7.8) gelést und durch Zugabe von 
1 NaOH unter Kontrolle mit der Glockenelektrode auf px 7.8 gebracht. 

Ansatz 3:0,1461 g Alanylglycin, 0,0890 g d-Alanin und 0,0750 g Glykokoll 
werden ad 10,0 cem in 0,2 mol. Boratpuffer (px 7.8) gelést und durch 
Zugabe von n NaOH unter Kontrolle mit der Glockenelektrode auf py 7.8 
gebracht. 

Zu jedem Ansatz wird nach dem Temperaturausgleich im Thermostaten 
37,5°) 0,5 cem der Erepsinlésung zugegeben. 





eem n 10 HCI Zunahme in cem n/10 HCl 
Zeit Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz 

1 2 3 1 2 3 

0 Min. 1,76 2,62 8,55 - - 
20 1,95 2.81 3,74 O19 0,19 Q.19 
20 2,08 2,92 3,82 0,13 0.11 0,08 
3 . 2,19 3,02 3,90 0.11 0.10 0,02 
1 Std. 2,27 3.10 4.08 0.08 0.08 0.05 
4 | 297 3.14 = = 0.04 O18 


Es findet sich eine geringe Hemmung in Ansatz 2 (n/10 d-Alanin), 
eine sehr starke Verlangsamung der Spaltung zeigt Ansatz 3 (n/ 10 d-Alanin 
ind n 10 Glykokoll). 

Versuch 2. 

Ansatz 1 wie im vorigen Versuch. 

Ansatz 2: 0,1461 g Alanylglycin und 0,1780 g d-Alanin ad 10,0 cem in 
0,2 mol. Boratpuffer gelést und durch Zugabe von n NaOH mit der Glocken- 
elektrode auf py 7,75 gebracht. 

Ansatz 3: 0,1461 g Alanylglycin, 0,0890 g¢ d-Alanin und 0,0750 g Glyko- 
koll ad 10,0 cem in 0,2 mol. Boratpuffer gelést und durch Zugabe von 
n NaOH auf py 7.75 gebracht (Glockenelektrode). 

Ansatz 4: 0,1461 g Alanylglycin, 0,0890 g d,l-Alanin und 0,0750 g 
Glykokoll ad 10,0 cem in 0,2 mol. Boratpuffer gel6st und durch Zugabe von 
n NaOH mit der Glockenelektrode auf py 7.75 gebracht. 

Zugabe von 0,5 cem Erepsinlésung nach Temperaturausgleich im 
Thermostaten (37,5°). 





cem n10 HCl Zunahme in cem n 10 HCI 
Zeit Ansatz Ansatz : Ansatz | Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz AnsatZ 
1 2 3 4 1 2 3 4 
0 Min. 1,66 3,56 3,61 3,63 - — 
1,81 3,71 3,74 3,78 0,15 0,15 0,13 O15 
m0 1,90 3,71 8,75 3,82 0,09 — 0.01 0.04 
~ s 1,99 3,79 3,81 3.87 0,09 0.08 0.06 0.05 
30 lt 2,08 3,85 3,85 3,91 0,09 0,06 0.04 0,04 
30 2,13 3.89 3,87 3,95 0,05 0,04 0,02 0,04 


24Std. 216 4.07 409 | 412 0.03 O18 022 O17 


Bei der ersten Abnahme findet sich in allen Ansitzen die gleiche 
Spaltung, nur Ansatz 3 bleibt bereits hier etwas zuriick. Bei den niichsten 
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Abnahmen zeigt sich dann in Ansatz 2, 3 und 4 starke Hemmung, besonders 
in Ansatz 2, wo sich bei der zweiten Abnahme iiberhaupt keine Weiter 
spaltung feststellen laBt. 

Versuch 3. 

Ansatz 1 wie bei den beiden vorigen Versuchen. 

Ansatz 2: 0,1461 g Alanylglycin und 0,1500 g Glykokoll werden ad 
10,0 ccm in 0,2 mol. Boratpuffer gelést und durch Zugabe von n NaOH mit 
der Glockenelektrode auf px 7.78 gebracht. 

Ansatz 3: 0,1461 g Alanylglycin und 0,1780 g d,l-Alanin werden ad 
10,0 cem in 0,2 mol. Boratpuffer gelést und durch Zugabe von n NaOH mit 
der Glockenelektrode auf py 7.78 gebracht. 

Ansatz 4: 0,1461 g Alanylglycin, 0,0890 g d-Alanin und 0,0750 g¢ Glyko 
koll werden ad 10,0 ccm in 0,2 mol. Boratpuffer gelést und durch Zugabe von 
n NaOH mit der Glockenelektrode auf py = 7,78 gebracht. 

Nach dem Temperaturausgleich im Thermostaten (37,5°) werden zu 
jedem Ansatz 0,5 ccm der Erepsinlésung zugesetzt. 





ecm n10 HCl Zunahme in cem n/10 HCl 


Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz 
1 2 3 4 1 2 3 4 





Zeit 


0 Min. 1,69 3,68 3,74 3,74 — — 


. 1,87 3,85 383 3,83 0,18 017 0,09 0.09 
. 2.03 4,00 3,92 3,89 0.16 0.15 0,09 0,06 
- 2.14 4.08 3,95 3,95 0.11 0,08 0,03 0,06 
30, 2,21 4,10 4,00 4,00 0,07 0,02 0,05 0,05 
24 Std. 2,21 4,18 4.17 4,21 —- 0,08 0,17 0.21 


Am geringsten ist die Hemmung der Spaltung in Ansatz 2 (0,2 mol. 
Glykokoll). Ansatz 3 und 4 zeigen starke Verlangsamung der Spaltung. 


Versuch 4. 
Genau so angesetzt wie die vorigen Versuche. 
Ansatz 1 ist die Kontrolle und enthalt n/10 Alanylglycin in Boratpuffer. 
Ansatz 2 enthalt auBerdem 1/10 d, l-Alanin. 
Ansatz 3 enthalt n/10 Alanylglycin und n/10 1-Alanin in Boratpufier. 
Ansatz 4 enthalt n/10 Alanylglycin und n/10 1-Alanin in Boratpuffer. 
Das py betragt bei allen Ansatzen 7,82. 








ecm n10 HCl Zunahme in cem n 10 HCl 

Zeit Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz | “Ansatz 

1 2 3 4 1 2 3 4 

0 Min. 1,70 2,68 2,69 2,68 -- -- ~- -- 
2 , | 1,98 2,86 2,84 2,84 0,23 0,18 0,15 0,16 
S . 1 2a 2.96 2,87 2,95 0,13 0,10 0,03 0,11 
2 | 214 3,01 2,92 3,01 0,08 0,05 0,05 0,06 
2 2,15 3,09 2,95 3,08 0.01 0,08 0,03 0,07 
1 Std. 2,17 3,12 3,03 3,14 0,02 0,03 0,08 0.06 


Es zeigen alle drei Alanine deutliche Hemmung der Spaltung. Am 
stirksten ist die Spaltung verlangsamt beim |-Alanin. Das gebraucht: 
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Praparat von |-Alanin zeigte nur ein Drittel der vorgeschriebenen Drehung, 
so daB sich das Praparat demnach zu zwei Drittel aus |-Alanin und zu einem 
Drittel aus d-Alanin zusammensetzt. 


Zusammenfassung, 


Ks konnte gezeigt werden, da Calcium- und Magnesiumchlorid von 
einer Konzentration von 0,003 mol. an die Spaltung des Alanylglycins 
durch Darmerepsin bei px 7,8 verlangsamen und bei m 2 Konzentration 
aufheben. Natriumfluorid in Konzentrationen von 0,001 bis 0,1 mol. und 
Rhodanammonium in Konzentrationen von 0,0008 bis 0,021 mol. 
zeigten bei py 7,8 keinen EinfluB auf die Spaltung. Alanin (d-, l- und 
dl-Form) sowie Glykokoll setzten die Spaltungsgeschwindigkeit 
deutlich herab. 

Wir priiften im Verlauf der Untersuchungen auch die von Krebs und 
Donegan angegebene manometrische Messung der Peptidspaltung! auf ihre 
Verwendbarkeit. Wir fanden bei einfachen Spaltungsversuchen gutes 
Ubereinstimmen mit den Ergebnissen der titrimetrischen Amino-N-Be- 
stimmung nach Linderstrém-Lang, die ja bei groBer Genauigkeit ungleich 
einfacher ist. Fiir unsere weiteren Untersuchungen kam die manometrische 
Methode nicht in Betracht, da uns an einer starkeren Putferung der Versuchs- 
fliissigkeiten gelegen sein muBte, als sie durch eine Ringer-Bicarbonatlésung 
moéglich ist. 

Es soll hier die Beschreibung eines Versuchsprotokolls folgen. 

Versuchsfliissigkeit: Ringer-Lésung mit 439 cmm Bicarbonat und 
1845 emm Alanylglycin im Kubikzentimeter. Gasmischung: 4,42 Vol.-°, in 
Stickstoff. Temperatur: 37,5°. Die VersuchsgefiBe enthielten 4,0 com 
Versuchsfliissigkeit und 0,4 cem der Erepsinlésung (siehe oben). 

Die Abmessungen waren fiir: 

GefaB VI: we 9,74 cem, vf 4,4cem, Kajanyigiyein 17,6; 





$s X: Ug 9,58 cem, vf 4,4cem, /alanylgiyein 18,1. 
Gefii Nr. VI Gefay Nr. X 
Zeit Druckiingerungen Druckinderungen 
mm mm 
10 Min. — 45,0 4(),2 
hw — 53,3 49,2 
w « — 42.8 39,9 
6 . — 38.7 — 37,8 
10 . — 20,5 — 22,7 
10 . — 68 — 11,5 
ae — 21. - 4,1 
20 , 2.3 — 18 
30 . 0.6 — 0,2 
Gesamtdruckanderung — 212.1 — 207,4 
Gespaltene Peptidmenge: 212,1 . 17,6 = 3740cemm, 207,4 . 18,1 3760 emm 


Mittelwert 3750 cmm. 


1 Diese Zeitschr. 210, 7, 1929. 
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Mithin sind, da die GefaBe 4,1845 cem Peptid 7380 cmm enthielten, 


51°, des Alanylglye'ns hydrolisiert worden. 


Zur Kontrolle wurde in einem dritten GefaéB ebenfalls zu 4,0 cem det 


Versuchsfliissigkeit 0,4 com der Erepsinlésung gegeben und sofort in je 


1,0 com der Amino-N nach Linderstrém-Lang titriert. Es wurden fiir 1,0 cem 
der Versuchsfliissigkeit verbraucht 1,08 cem n/10 HCI. 
Nach Beendigung des Versuchs wurde in den GefaBen VI und X aber- 
mals eine Titration von je 1,0 cem vorgenommen. Es fand sich fiir 
GefaB VI 1.49 cem verbrauchte n/10 HCI. 
en me AO s ss n/l0O HCl. 
Die Zunahme betragt also 0,45 cem n/10 HCl. 
Da die Versuchsfliissigkeit 0,082 n Alanylglycin enthielt, betriagt die 
Spaltung 50,6°,. 
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Studien tiber Adsorption des Cholesterins. 


Von 
Lidie Lepin. 


(Aus der physikochemischen Abteilung des wissenschaftlich - chemischen 
Forschungsinstituts zu Moskau.) 


(Hingegangen am 21. Juli 1930.) 


Die vorliegende Arbeit steht im Zusammenhang mit den Unter- 
suchungen von .V. Schilow und seinen Mitarbeitern tiber die Wirkung 
von anorganischen Salzen auf die entarteten BlutgefaBwande. 


Bekanntlich beginnen in bestimmtem Alter die BlutgetaBwande, haupt- 
sachlich die Arterien, sich zu verandern, indem sie eine Verkalkung oder 
Fettablagerung erleiden. Es tritt eine Arteriosklerose oder Ateromatose ein. 
Im letzteren Falle ist eine wesentliche Rolle dem Cholesterin zuzuschreiben. 
N. Schilow und I. und N. Speransky* haben in der Tat gezeigt, dab bei 
Injektionen von hypertonischen Lésungen der anorganischen Salze eine 
bedeutende Anderung der Zusammensetzung des Blutes stattfindet ; es wird 
nimlich die Beziehung zwischen den Konzentrationen der K’- und Ca’’-Ionen 
verindert und, was besonders zu notieren ist, es tritt auch eine Vermehrung 
des Cholesteringehalts des Blutes ein?. 

N. Schilow® hat die Vermutung ausgesprochen, da ein solcher Etfekt 
der Injektionen mit der Verschiebung des Adsorptionsgleichgewichts 
zwischen den BlutgeféaBwanden und dem stro6menden Blut verkniipft ist. 
Von diesem Standpunkte aus ist jede Anderung des Cholesteringehalts im 
Blute als Folge der Wirkung von den ins Blut gelangenden Stoffen auf die 
Cholesterinablagerungen autzufassen. Die Ablagerung des Cholesterins in 
BlutgefaBwainden ist an und fiir sich auch als ein Adsorptionsvorgang, 
welcher durch die Anderungen der normalen BlutgefaBwiande unter dem 
EinfluB von verschiedenen Faktoren hervorgerufen wird, zu betrachten. 
Einer dieser Faktoren kann die primire Adsorption von den im Blute 
zirkulierenden verschiedenen Stotfen (z. B. Elektrolyten) an den BlutgefaB- 
winden sein, welche nachtraglich eine Adsorption des Cholesterins ver- 


1 N. Schilow u. I. u. N. Speransky, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 66, 
395, 1929. 
2 Vel. auch Rouzaud u Sérégé, Compt. rend. soc. biol. 86, 808, 1922. 
N. Schilow |. c. und diese Zeitschr. 200, 145, 1928. 
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anlaBt. Es findet eine Art von ,,Aktivierung’ der BlutgefaBwande statt. 
Der gegenseitige EinfluB von Elektrolyten und Cholesterin bei verschiedenen 
Vorgangen wurde mehrmals in vitro untersucht. So haben E. Keeser?, 
W. Kermack und P. McCallum?, Rona und Deutsch® die Koagulation von 
Cholesterinsol durch verschiedene Elektrolyte und bei verschiedenen 
Konzentrationen der H’-Ionen ausfiihrlich untersucht und die Grenze de 
Stabilitat des Cholesterinsols festgestellt. Andererseits hat Affonsky# 
die Wirkung des Cholesterins auf die Geschwindigkeit der Diffusion dei 
Elektrolyte durch Gelatine studiert. Eine Reihe von Anzeichen eine 
solchen gegenseitigen Einflusses finden wir auch in anderen Arbeiten, aber 
alle diese Untersuchungen beriihren nicht die Frage iiber die gegenseitig« 
Beeintlussung von Cholesterin und Elektrolyten bei ihrer Adsorption, 
d. h. sie imitieren nicht das System, welches nach unserer Auffassung dic 
BlutgefaBwinde und das str6mende Blut darstellen. 


Die Untersuchung eben eines solchen Systems ist der Zweck dieser 
Arbeit. Da die Kohle, wie auch die meisten lebenden Gewebe, negatiy 
geladen ist, so haben wir als Adsorbens aktivierte, aschefreie Kohle, 
welche aus reinem, umkristallisiertem Zucker dargestellt wurde, und als 
Elektrolyte eine Reihe von anorganischen Sauren und einige Salze 
angewandt. In dieser Abhandlung teilen wir die Ergebnisse unserer 
Versuche, welche wir mit Salzséure angestellt haben, mit. 

Da Cholesterin tiberhaupt in drei verschiedenen Zustanden 
molekular gelést, kolloidal und suspendiert -—- existieren kann, so 
bilden unsere Versuche drei parallele Serien: 

1. Versuche mit molekulargeléstem Cholesterin. 

2. Versuche mit kolloidalem Cholesterin. 


3. Versuche mit suspendiertem Cholesterin. 


Experimenteller Teil. 


In allen drei Serien haben wir fiir unsere Versuche 0,2 bzw. 0.5 g Kohle 
benutzt, die im allgemeinen wihrend einer Stunde mit 25 ccm der Versuchs- 
lésung tiichtig geschiittelt wurde. Die Konzentration der Saéure wurde durch 
Titration mit Natronlauge (0,02 n) und die des Cholesterins kolori 
metrisch nach dem bekannten Verfahren mit Essigséureanhydrid, konzen 
trierter Schwefelséure und Chloroform bestimmt. Im letzten Falle wurde fiu 
die Analyse eine Probe von 10 ccm genommen und im Vakuumexsi'kator bei 
30 bis 40° verdampft. In simtlichen Tabellen, die weiter unten folgen. 
bedeutet c, die millimolare Anfangskonzentration des Cholesterins bzw. der 
Saure, c, die millimolare Gleichgewichtskonzentration und a die Adsorption 
in Prozenten der Anfangskonzentration ausgedriickt. 


1 Keeser, diese Zeitschr. 154, 321, 1924. 

2 Kermack u. McCallum, Proc. Roy. Soc. 45, 71, 1925. 
3 Rona u. Deutsch, diese Zeitschr. 171, 88, 1926. 

4 Affonsky, ebendaselbst 195, 387, 1928. 
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1. Die molekularen Lésungen des Cholesterins'. 


Im reinen Wasser ist Cholesterin fast gar nicht léslich. Daher haben wir 
zuerst eine Reihe von Versuchen tiber die Adsorption des Cholesterins an der 
Kohle aus verschiedenen Lésungsmitteln angestellt (siehe Tabelle I). 


Tabelle I. 





Kohle 


Kohlesorte Lisungsmittel Cy Co 
£ 
1 1,0 pO ae eer 1.00 0.86 14 
1 1,0 Chloroform. a etna 1,00 0,78 22 
1 1,0 80 */oiger Alkohol . . 1,00 0.48 52 
22 1.0 80°) iger ” wa? 1.00 iD 100 
2 0.5 Abs. a aa 1.00 0.03 97 
2 0,2 Abs. = cw 1.00 0.35 65 


Wie aus dieser Tabelle ersichtlich ist, beobachtet man die stirkste 
Adsorption des Cholesterins aus den alkoholischen Lésungen, deshalb haben 
wir die ganze Serie der Versuche tiber molekulargeléstes Cholesterin mit 
alkoholischen Lésungen durchgetiihrt. Wir haben dabei, wie auch in allen 
iibrigen Versuchen, die Kohlesorte 2? benutzt. 


Im Vergleich mit der Adsorption aus den Lésungen der Elektrolyte oder 
Nichtelektrolyte mit kleinem Molekulargewicht stellt sich das Gleich- 
gewicht zwischen geléstem Cholesterin und der Kohle sehr langsam ein, 
wie aus der Tabelle II zu ersehen ist. 


Tabelle II. 





0.2 g Kohle, ec, 1 Millimol 0.2 g¢ Kohle, c 2 Millimol 
Zeit in Std. a Zeit in Std a 
l 65.3 l 38.3 
8 $2.2 
72 96.8 67 52,0 


Die erste Serie von Versuchen iiber die gleichzeitige Adsorption des 
Cholesterins und der Salzsiure wurde mit zwei verschiedenen Mengen der 
Kohle angestellt. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle IIT 
zusammengestellt. 


1 Wir haben fiir unsere Versuche ein reines Cholesterinpriparat von 
Merck benutzt. In einigen Fallen kam zur Untersuchung das Priiparat, 
welches im Laboratorium von Herrn Professor WI. Gulewitsch dargestellt 
wurde, wofiir wir ihm auch an dieser Stelle unseren aufrichtigsten Dank 
aussprechen. Die beiden Praparate wiesen gleiche Eigenschaiten aut. 

2 Diese aktive Kohle hat uns liebenswiirdigerweise Herr Dozent 
M. Dubinin iiberlassen, wofiir wir ihm unseren herzlichen Dank aussprechen. 
Uber die Art der Aktivierung siche Abhandlung von M. Dubinin, Zeitschr. 
f. physik. Chem. (im Druck). 
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Tabelle Ill. 





Cholesterin Salzsiure 


‘1 Ca a Ch Co a 


0,52 Kohle 


1,00 0.036 96.5 0,0 - 
0.0 _ — 20,0 17,80 11,0 
1,0 0,029 97.1 20,0 19.44 2.8 
2.0 0,450 77.5 0,0 — — 
2,0 0,268 86,6 20,0 19,10 4.5 


0,2 ¢ Kohle 


1,0 0,347 65.3 0,0 - 

0.0 - 10.0 9.59 4.1 
1,0 0,342 65.8 10,0 9.63 3.7 
2.0 1,234 38.3 10,0 9.63 3,7 


Wie wir sehen, erscheint der gegenseitige EinfluB von Cholesterin und 
Salzsiure auf die Adsorption an der Kohle von der relativen Menge det 
Kohle und von der Konzentration der Versuchsl6sung abhangig. Mit 
anderen Worten: wenn das Adsorbens sich weit vom Sattigungszustand 
befindet, ist dieser EintluB viel starker (Versuche mit 0.5 g Kohle) als im 
Falle, wo die Obertliche der Kohle beinahe gesiattigt wird (Versuche mit 
0,2 g Kohle). Da diese Tatsache zweifellos mit der Kinetik des Adsorptions 
vorganges verkniipft ist — d.h. mit dem Unterschiede zwischen den rela- 
tiven Adsorptionsgeschwindigkeiten von Cholesterin und Salzsiure 
so kénnen wir einen viel starkeren Effekt der gegenseitigen Beeinflussung 
erwarten, wenn wir die Adsorption der beiden Stoffe nicht gleichzeitig, 
sondern nacheinander ausfiihren. Wir haben solche Versuche angestellt 
(siehe Tabelle IV) und tatsachlich einen viel deutlicheren Effekt als im 
Falle der gleichzeitigen Adsorption beobachtet. Die Versuche wurden in de! 
Weise ausgefiihrt, daB die Kohle zuerst mit 20 cem der 1,25millimolaren 
Cholesterinl6sung geschiittelt wurde, nachher 5 ccm der 12,5millimolaren 
Losung der Salzséiure zugefiigt und wieder geschiittelt wurde, so daB die 
totale Endkonzentration des Cholesterins und der Salzsiure dieselbe war 
wie in den Versuchen iiber gleichzeitige Adsorption (d. h. 1,0millimolares 
Cholesterin und 10 millimolare HCl). ¢’ und t’” n der TabellelV bezeichnen 
die Zeiten in Stunden des ersten | zw. des zweiten Schiittelns. 


Tabelle IV. 





Cholesterin Salzsture 
Cy C2 a t’ C 2 C2 a t"’ 
0.0 = = 10.0 9,59 4,1 1 
1.0 0,348 65,2 1 0,0 ** _— _— i 
1,0 0,328 67,2 1 10.0 10,0 0 1 
1,0 0,009 99.1 67 10,0 9,74 2.6 1 
2,0 0,964 51.8 67 10,0 9.74 2.6 1 


* Statt Cholesterin- bzw. Salzsiureliésung 5cem Alkohol zugefiigt, als Kontrollversue! 

** Dieser Versuch ist nicht immer streng reproduzierbar, was wahrscheinlich von de 
Ungleichheit der Poren der Kohle einerseits und andererseits von den unvermeidlichen Ab 
weichungen der Diffusionsgeschwindigkeiten trotz dem tiichtigen Schiitteln abhiangig ist 
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2. Die kolloidalen Lésungen des Cholesterins. 

Die kolloidalen Cholesterinlésungen wurden nach der Methode, die auch 
von Keeser! und von Kermack und Mc Callum? benutzt wurde, nimlich durch 
langsames EingieBben der alkoholischen Losung des Cholesterins in siedendes 
Wasser, dargestellt. In dieser Weise dargestellt, ist Cholesterin negat iv 
geladen, wie unsere qualitativen kataphoretischen Versuche  gezeigt 
haben®. Und da die Kohle meistens auch eine negative Ladung trigt. 
so ist eine Adsorption von kolloidalem Cholesterin an der Kohle kaum zu 
erwarten, wie tatsachlich unsere (siehe Tabelle V) Versuche bestatigen. 
Die Adsorption des Cholesterins im kolloidalen Zustand ist offenbar nur im 
Falle einer Umladung der Kohle oder als Folge einer Koagulation an det 
Obertlache des Adsorbens durch Elektrolyte, die an der Kohle vorhe1 
adsorbiert werden, méglich. Wir haben solche Versuche mit n LOOO Salzsaure 
bzw. n LOO Essigsaure angestellt, indem wir gleichzeitig zwei Reagenzglaser, 
eins davon ohne Kohle (erste Spalte der Tabelle V: c,), das andere mit 
Kohle (zweite Spalte der Tabelle V: c,), schiittelten. 


Tabelle V. 





Cholesterin Adsorption 
- von Siure in pH der Lisung 
eC; C2 a Millimol 
Se ae 0,735 0,815 10,0 6.8 
HCl n/1000. . .. 0,735 0,735 0.0 0,96 3.06 
CH.COOH n/100 . 0.735 0.645 12,2 6.00 3.36 


5. Suspe nsionen des Cholesterins. 


Die Suspensionen des Cholesterins haben wir durch Zerreiben des krista! 
linischen Cholesterins in einem Achatmorser bis zu einer feinen Paste, welche 
nachher waihrend zehn Stunden mit Wasser oder Versuchslésung geschiittelt 
wurde, dargestellt. 


In dieser Weise bereitetes Gemisch wurde dann von groben Partikeln 
durch ein Filter (von Schleicher und Schill 5894) abfiltriert. Wir haben dabei 
verschiedene Konzentrationen des suspendierten Cholesterins erhalten, 
abhingig von der Natur der gelésten Elektrolyte (siehe TabelleV1I), 
was auf eine verschiedene Peptisierungsfahigkeit der Loésungen zuriick 
zufiihren ist. 


Tabelle VI. 





Millimol Pu 

LS fre 0,492 1,08 

ae. .«6s.-.) Oe 6.8 

NaHCO, n 10... 0.548 8.4 

NagHPO, n 10. . 0,561 9.3 

NasCO, n/10. . . 0,655 11.3 
oe 
21.e 


3 Vel. auch Kermack u. Me Callum, |. e. 
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Die Ergebnisse der Versuche iiber Adsorption dieser Suspensionen an der 
Kohle sind in der Tabelle VII zusammengestellt. c, und c, wurden in diesen 
Versuchen in gleicher Weise wie in den Versuchen mit kolloidalem Chole- 
sterin bestimmt. 


Tabelle VII. 





Cholesterin 
atiHecl) 
ey Cz a 
ee ee ae 0.515 0.599 1,2 
jf | Xe 0591 0.261 45.0 12.7 
Sb) 0,294 0,265 10,0 11,6 


Die analogen Versuche mit Suspensionen des Cholesterins in den 
Lésungen von NaHCO,, Na,HPO, und Na,CO, sind nicht ausfiihrbar, 
weil diese Suspensionen kurz nach ihrer Darstellung keine farbigen Re- 
aktionen des Cholesterins mehr geben, trotz der zuriickbleibenden Triibung. 
Wahrscheinlich wird Cholesterin in einer alkalischen Lésung leicht oxydiert 
und geht dabei in Metacholesterin! iiber, welches sehr leicht stabile kolloidale 
Lésungen bildet, aber keine farbigen Reaktionen des Cholesterins mehr gibt. 


Besprechung der Ergebnisse. 

1. Die Versuche mit molekulargeléstem Cholesterin zeigen uns, 
daB die gegenseitige Beeinflussung von Cholesterin und Salzsaure bei 
der Adsorption an der Kohle sich ganz verschieden auBert, in Abhingig- 
keit davon, ob wir ein Adsorbens mit groBer oder kleiner freier Ober- 
fliche haben. Im ersten Falle beobachten wir eine bedeutende Ab- 
nahme der Adsorption der Salzsiure bzw. eine Zunahme der Adsorption 
des Cholesterins. Dagegen ist im zweiten Falle der gegenseitige Einflub 
der beiden Stoffe fast unmerklich, sie werden an der Kohle fast un- 
abhaingig voneinander adsorbiert. Wie schon friither betont wurde, 
ist diese Erscheinung zweifellos von kinetischer Natur und ist durch 
den scharfen Unterschied zwischen den Adsorptionsgeschwindigkeiten 
von Cholesterin und Salzsdéure hervorgerufen. 

Die Untersuchung von molekulargeléstem Cholesterin ist nur von 
rein theoretischem Irtteresse, weil Cholesterin in molekulargeléstem 
Zustande in den lebenden Geweben nicht existieren kann. 

2. In der oben zitierten Abhandlung von Schilow wird die Ver- 
mutung ausgesprochen, daB einer von den Faktoren, die die Ablagerungen 
an den BlutgefaBwanden hervorrufen, die primare Adsorption an diesen 
Wanden von Stoffen saurer Natur ist. Dieser Gedanke findet eine Be- 
staitigung in den Ergebnissen unserer Versuche tiber Adsorption des 
kolloidalen Cholesterins an der Kohle. Bei fast konstantem py der 
Lésung (3,06 bis 3,36) nimmt die Adsorption des kolloidalen Chole- 


1 Lifschiitz: D. R. P. 318900, 1920. 
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sterins mit einer Zunahme der adsorbierten Menge der Saiure zu. Einen 
solchen EinfluB der adsorbierten Saiure kann man zweifach erklaren. 
Da jede Adsorption der Elektrolyte mit einer Anderung des elektro- 
kinetisch gemessenen Potentials des Adsorbens verkniipft ist und da 
die Kohle aus neutraler Lésung kein Cholesterinsol adsorbiert, so kann 
die partielle Adsorption dieses Sols in Gegenwart von Saure als Folge 
der Anderung des elektrokinetischen Potentials der Kohle durch ad- 
sorbierte lonen der Saure erklart werden. 4 ndererseits ist jede Adsorption 
als eine Zunahme der Konzentration der adsorbierten Stoffe an der 
Oberflache des Adsorbens aufzufassen. Die Stabilitét des Chole- 
sterinsols nach Versuchen von Rona und Deutsch und Kermack und 
Mc Callum ist durch gewisse Grenzen der Siurekonzentration bestimmt. 
Wir kénnen daher denken, dab in der Oberflichenschicht der Kohle 
die Konzentration der Saure diese Grenze erreicht und dadurch die 
, oberflachliche*‘ Koagulation des Cholesterinsols eintritt. 

Die negative Adsorption des Cholesterinsols aus reinem Wasser 
ist mit der an der Kohle erfclgenden Adsorption des Lésungsmittels 
(H,QO) selbst verbunden, welche die Zunahme der Konzentration des 
Sols in der fliissigen Phase erklirlich macht. 

3. Die Ergebnisse, die wir mit Cholesterinsuspensionen erhalten 
haben, sind mit denjenigen fiir kolloidales Cholesterin voéllig tiber- 
einstimmend. Der Effekt, welchen wir in diesem Falle beobachtet 
haben, ist sogar scharfer als im Falle von kolloidalem Cholesterin, was 
darauf zuriickzufiithren ist, daB die Ladung der suspendierten Partikel- 
chen kleiner als die des Cholesterinsols ist. Die ersteren koagulieren 
daher viel leichter. 

Unsere Versuche mit kolloidalem und suspendiertem Cholesterin 
zeigen deutlich, daB die Adsorption des Cholesterins an der Kohle in 
diesen Zustanden von der Menge der gleichzeitig adsorbierten Séure ab- 
hangig ist. Es ist wohl bekannt, da Ateromatose bzw. Arteriosklerose 
meistens mit der Azidose der Gewebe bzw. des Blutes verkniipft ist, 
wobei wir unter Azidose nicht die Anderung des pa-Wertes, welcher 
durch Pufferstoffe des Blutes bewahrt wird, sondern die Vermehrung 
der Gesamtmenge der Saéure im Blute (Abnahme des reserven Alkalis) 
verstehen sollen. Es scheint nun, daB unsere Versuche iiber die Ad- 
sorption von kolloidalem bzw. suspendiertem Cholesterin, d. h. in solchen 
Zustinden, in welchen Cholesterin im Blute meistens sich befincdet, 
diesen Zusammenhang von Ateromatose und Azidose versténdlich 


machen. 

Dieser Standpunkt scheint auch durch unsere Versuche tiber die 
peptisierende Wirkung der Salzlésungen auf Cholesterin sich zu_be- 
stitigen: denn je alkalischer die Lésung, desto gré!er ist deren pepti- 
sierende Wirkung. 
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Zusammenfassung. 

1. Es wurde die gegenseitige Beeinflussung von molekulargeléstem 
Cholesterin und Salzsiure bei der Adsorption an Kohle aus alkoholi- 
schen Losungen untersucht. Es wurde gezeigt, daB diese Beeinflussung 
durch den Unterschied zwischen den Adsorptionsgeschwindigkeiten 
der beiden Stoffe erklarlich wird. 

2. Es wurde die Adsorption des kolloidalen Cholesterins an 
Kohle in Gegenwart von Salzsaiure und Essigsiure studiert und gezeigt, 
daB die Adsorption des Cholesterinsols an der Kohle von der Menge der 
adsorbierten Sauren abhangig ist. 

3. Es wurde die peptisierende Wirkung von Salzlésungen auf 
Cholesterin und die Adsorption des suspendierten Cholesterins an det 
Kohle untersucht und gezeigt, daB die peptisierende Wirkung mit de1 
Alkalitat der Lésung zunimmt und daB die Adsorption der Cholesterin- 
suspensionen von der gleichzeitigen Adsorption der Siure hervor- 
gerufen wird. 

4. Die Cholesterinsuspensionen in alkalischen Lésungen andern 
sich chemisch, wobei Cholesterin vermutlich in Metacholesterin iibergeht. 
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Die Wasserstoffionenkonzentration im Zellinnern 
von Fusarium lini B. und Hefe. 


7. Mitteilung zum Mechanismus der Enzymwirkung. 


Vi mm 
S. Mahdihassan. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Tierirztlichen Hochschule Berlin.) 


(Eingegangen am 23. Juli 1930.) 


In einer gréBeren Reihe von Untersuchungen! der letzten Jahre 
wurde unter anderem der Beweis erbracht, dab zwischen der Reduzierbar- 
keit einer Substanz und der bei ihrer Einwirkung auf Enzymapparate 
entstehenden Wirksamkeitsinderung der betreffenden Enzyme keinerlei 
Zusammenhang besteht. Es konnte dagegen insbesondere bei Hefen 
und bei der Gerste gezeigt werden, daB a) zu der Gruppe der Alkylene 
gehérige Verbindungen oder auch Acetylen die Permeabilitat dieser 


Zellsysteme erhdhen, wodurch ohne da®B sich der Zustand 
zwischen Trager und Enzym grundsatzlich verindern wiirde in- 


folge VergréBerung der die Reaktion vermittelnden  ,,Oberflache™ 
eine Wirksamkeitssteigerung hervorgerufen wird. Unabhangig hier- 
von und im Gegensatz zu den bisherigen Auffassungen? konnte b) die 
friiher ausgesprochene Hypothese*, daB die Rolle der Phosphate bei 
der alkoholischen Zellgérung der eines im Zellinnern wirkenden Puffer- 
systems gleichkommt, jiingst bekraftigt werden*. Es sind hier also 


1 Vgl. F. F. Nord, Zeitschr. f. angew. Chem. 42, 1022, 1929. Vgl. auch 
die 8. und 9, Mitteilung, Zeitschr. f. physikal. Chem. A. 150, 1, 1930 und 
Protoplasma (im Druck). 

2 Vel. z. B. A. Harden, Zeitschr. tf. angew. Chem. 43, 205, 1930. 

3 FF. Nord, Mechanism of Enzyme Action and assoc. Cell Phenomena. 
Baltimore 1929, S. 11. 

‘ 6 Mitteilung: J. Weichherz u. F. F. Nord, Protoplasma 10, 41, 1930 
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zwei Momente erkannt, welche fiir die Deutung einer Enzymwirkung 
von ausschlaggebender Wichtigkeit sind. 


Cher die am Ort des eigentlichen enzymatischen Geschehens bei 
der Hefe herrschende Wasserstoffionenkonzentration sind abweichende 
Meinungen verbreitet, abgesehen davon, daf meistens zwischen den 
betreffenden Zahlen und denjenigen, die fiir das Gdrungsoptimum als 
giiltig angesehen werden, kein Unterschied gemacht wird. Nach Tait 
und Fletcher! betrigt die experimentell sehr sinnreich bestimmte zell- 
innere Wasserstoffionenkonzentration bei der Hefe etwa 6,2, wogegen 
sie von Small? mit py = 4,5 bis 5,5 und von Neuberg® sogar als un- 
bekannt angegeben wird. Das Garungsoptimum ist schwankend und 
wurde von Hagglund und Augustson* in der ersten Phase bei py = 4.5, 
von Nord und Franke® dagegen in der Nahe der Zahl von Tait und 
Fletcher beobachtet. 


Auf Vorschlag von Herrn Nord habe ich es unternommen, zu der 
zweiten (b) der vorher genannten Gruppen von Erscheinungen einen 
Beitrag zu leisten, zumal beim Studium von Enzymwirkungen, je nach 
der Empfindlichkeit der Enzymreaktion fiir die Wasserstoffionen- 
konzentration, eine genaue Kenntnis der letzteren erforderlich ist. 


Aus diesem Grunde schien es zweckmaBig (a), mit Zellsystemen 
zu arbeiten, deren Stoffwechsel bzw. bei welchen die intermediaren 
Zellvorginge miteinander vergleichbar sind, andererseits (b) eine 
Methode heranzuziehen, die die Erkennung der tatsachlichen Wasser- 
stoffionenkonzentration im Zellinnern erméglicht. Gemessen wurde 
desbalb die Wasserstoffionenkonzentration bei Fusarium lini B baw. bei 
einer Oberhefe (Rasse XII). Der Stoffwechsel dieser Organismen 
stimmt im wesentlichen iiberein®. Die Bestimmungen wurden mit 
Hilfe eines Mikromanipulators nach Janse und Péterfi durch Beob- 
achtung des Farbenumschlags nach der Injektion mit Lésungen von 
Phenolrot, Bromthymolblau, Bromkresolpurpur, p-Nitrophenol, Di- 
athylrot bzw. alizarinsulfosaurem Natrium ausgefiihrt. 


Experimenteller Teil. 


Der fliissige Nahrboden, auf dem unsere Pilze geziichtet wurden, 
besaB folgende Zusammensetzung: Pepton 20 g, Bienenhonig 20g, (N H,).CO, 


1 A. Tait u. L. Fletcher, Journ. Inst. Brewing 32, 393, 1926. 
2 J. Small, Hydrogen Ion Concentration in plant cells and tissues, 
Berlin 1929, 8S. 311. 
3 CO. Neuberg, diese Zeitschr. 180, 479, 1927. 
4 EB. Hagglund u. A. Augustson, ebendaselbst 155, 334, 1925. 
5 F.F. Nord u. K. W. Franke, Protoplasma 4, 588, 1928. 
6 F. F. Nord, Protoplasma 2, 303, 1927. 





Be 








ng 


de 
en 
ils 
vit 


en 
he 
‘T- 
Le 


1 
it 
b- 

ym 


nh, 
0, 





Wasserstoffionenkonzentration im Zellinnern von Fusarium lini B. usw. 205 


2,5 g, KHPO, 2,5 g, NaCl 1,0 g, Leitungswasser 1 Liter. Dieser Nahrboden 
wurde mit Hilfe von fester Weinsiure auf py 5,0 bzw px 4 gebracht. 
Hiernach wurden die betreffenden Media sterilisiert. Als fester Nahrboden 
diente die gleiche Mischung unter Hinzufiigung von 2°,, Agar-Agar 


Die angewandten Farbstoffe und ihre uns hier interessierenden 
Eigenschaften sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle I. 





Farbe im Farbe im 
Indikator Lisung alkalischen PH sauren pu 
sereich Bereich 
Phempivot . . . « « « 0,4° Wasser rosa 7.0 gelb 6. 
Bromthymolblau. . . 0,8° Wasser grin 64 velb 6.2 
Bromkresolpurpur . . 1.0% Wasser blau 6.2 eelb 59 
Diathylroct . . . . . | 0,02% 1.69% ig. gelb 5,9  blabrosa bis 
Alkohol tiefrot 5.6 
p-Nitrophenol . . . . 0,259 Wasser erintich 6.0 farblos 5.0 
Alizarinsulfosaures 
Natrium .... . | 0,02% Wasser rot 6.0 celb 4.0 


Samtliche Farbstoffe stammten von der Firma Griibler & Co.. 
Leipzig, mit Ausnahme des Diathylrots, welches von den British Drug 
Houses, Ltd., London, bezogen wurde. 


Die Ziichtung von Fusarium lini B! erfolgte lediglich auf fliissigem 
Nahrboden. Zu diesem Zwecke wurde eine Ose voll in jedes Réhrchen 
geimpft und 10 Tage lang im Brutschrank bei 22°C aufbewahrt. Hier- 
nach wurden die Kulturen bei Zimmertemperatur gehalten. Nach 
etwa 20 Tagen zeigten die auf px 5 eingestellten Kulturréhrchen 
gutes Wachstum. Die Kohlenséureentwicklung war entsprechend 
lebhaft und der Inhalt roch stark nach Alkohol. Das Wachstum in 
den auf po = 4 eingestellten Réhrchen war wesentlich. schwacher 
und die obere Myceldecke zeigte im Gegensatz zur vorerwahnten Kultur 
Farbténe von Rosa bis Purpur?. Auch die Alkoholbildung war kaum 
merklich. Fir die Zwecke der Mikroinjektion wurden Organismen 
nicht aus der obersten Myceldecke, sondern solche, die sich ungefahr 
in mittlerer Héhe des Réhrchens befanden, mit der Ose entnommen. 
Nach dem sofortigen Waschen mit destilliertem Wasser war das Material 
fiir Zwecke der Injektion bereit. 


Die aus dem Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin, bezogene Kultur 
von Hefe XII wurde auf festem Nahrboden weitergeziichtet; gutes 


1 Die Kultur stammte aus dem Centraalbureau voor Schimmelkultures, 
Baarn, Holland. 
2 Vgl. C. P. Sideris, Journ. Agr. Res. 30, 10 bis 11, 1925. 
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Wachstum wurde lediglich in mehr alkalischem Bereich beobachtet. 
Die Petrischalen wurden wahrend 24 Stunden bei 22°C aufbewahrt 
und hiernach bei Zimmertemperatur gehalten. Die Zellen gelangten 
5 Tage nach erfolgter Beimpfung zur Verwendung. Eine Ose voll des 
Materials wurde so lange in destilliertes Wasser getaucht, bis das Wasch- 
wasser neutral reagierte. Gearbeitet wurde bei 420facher VergréBerung. 
Die Feuchtkammer wurde mit Deckglaschen aus Glas bzw. Glimmer, 
die zuvor mit gesdéuertem Alkohol und destilliertem Wasser gewaschen 
wurden, zugedeckt. Die Mikroinjektionen wurden bei Zimmertemperatur 
ausgefiihrt. 


Bereits Needham und Needham! machten die Beobachtung, dab 
sogar Hartglas oder ,,alkalifreies** Glas die Farbe des ersten Indikator- 
tropfens in einer Mikropipette verindern. Um dies zu vermeiden, 
wurde die Mikropipette mittels eines kurzen, starkwandigen, engen 
Schlauchstiickes mit einer 50 ccm fassenden Spritze verbunden und 
die betreffende Farblésung so lange hineingesogen, bis ungefaihr 3 mm 
Lange des Pipettenbogens mit Farbstofflésung gefiillt war. Diese 
Menge der Lésung war fiir die hiesigen Zwecke ausreichend, um zu 
verhindern, dai die nach dem ersten Tropfen in die Pipettenéffnung 
gelangenden weiteren Tropfen gleichfalls infolge von AlkalieinfluB eine 
merkliche Farbveranderung erlitten. Wir arbeiteten mit Pipetten, die 
durchschnittlich eine Offnungsweite von 2,54 besaBen. Der Breiten- 
durchmesser von F. lini B betragt etwa 3,54 und der unserer 
Hefe etwa 7. Beide Pilzarten zeichnen sich durch eine besonders 
zahe Zellmembran aus. Um den Farbstoff einzufiihren, mubte 
daher die fiir Amében anwendbare Technik von Needham und 
Needham (|. c.) abgeindert werden. Durch entsprechende Bewegung 
der Pipette wurden die Zellen an ihrer Oberfliche verletzt und 
hierdurch fiir den Farbstoff durchlissig gemacht. Die Zellen 
schienen auch gegen diesen Anstich ziemlich widerstandsfihig zu 
sein, erlaubten aber hiernach ein rasches Eindringen des Farbstoffs. 
Nach erfolgter Aufnahme der Lésung war gegebenenfalls ein 
Farbenumschlag in der angestochenen Zelle immer wahrnehmbar. 
Dementsprechend konnten im Mikroskop aber auch ungefarbte 
Zellen beobachtet werden, bei welchen der Anstich mit der Pipetten- 
spitze keine Verletzung hervcrgerufen hat. 


‘Reaktion cer einzelnen Farbstoffe. 


1. Phenolrot. Nach Eindringen der Farbstofflésung in das Zell- 
innere sowohl von Fusarium lini B. als auch von Hefe schlug der Farb- 


1G, Needham u. D. M. Needham, Proc. Roy. Soc. (B) 98, 264, 1925. 
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stoff deutlich von Rosa in Gelb um. Die innere Wasserstoffionen- 
konzentration lag daher im sauren Bereich. 

2. Alizarinsulfosaures Natrium. Dieser Farbstoff verhalt sich 
gegeniiber Fusarium lini B. entsprechend dem Zustand der einzelnen 
Zellen nicht einheitlich. Altere Zellen, die bereits Cytolyse zeigten, 
farbten sich gelb, waihrend die normalen vegetativen Zellen, in denen 
das Cytoplasma noch gleichmabig verteilt war, sich rot farbten. Dem- 
gemaB liegt das innere pq im alkalischen Bereich dieses Farbstoffs. 
Ebenso verhielt sich die Hefe. 


3. Bromthymolblau. Sowohl bei alteren als auch bei jiingeren 
Zellen von Fusarium lini B. baw. Hefe schlug dieser Farbstoff 
in Gelb um. Die innere py-Konzentration befand sich daher 
unterhalb 6,2. 


4. Bromkresolpurpur. Das obige Ergebnis veranlaite uns, nach 
einem Farbstoff zu fahnden, dessen Umschlagspunkt noch tiefer 
in unserem Bereich liegt. Bei Einfiihrung dieses Farbstoffs in 
die Zellen entstand dort eine griinliche Mischfarbe, die daraut 
hinwies, da das imnere pa sowohl bei der Hefe als auch von 
Fusarium lini naher bei 5,9 als bei 6,2 liegt. Die griine Misch- 
farbe entstand sowohl bei Injizierung der gelben als auch der 
blauen Lésung. 


5. p-Nitrophenol. In Anbetracht der Empfindlichkeit dieses 
Farbstoffs gegen Glasalkali wurde hier mit einer Lésung gearbeitet, 
die gerade noch farblos war. Nachdem der Farbstoff in die Zellen 
eingedrungen war, schlug er ins Griine um. Das innere py liegt daher, 
gemessen mit diesem Farbstoff, in der Nahe von 6. 


6. Diithylrot. Der Farbumschlag von Rot zu Gelb bei 
gesunden Zellen ist nur bei gréBerer Chung zu erkennen, Dagegen 
schlagt der Farbstoff in Zellen, die bereits Cytolyse aufweisen, deut- 
lich in Rot um. Das innere py bei diesen Zellarten liegt daher 
bei diesem Farbstoft oberhalb 5,9. In jeder gesunden Zelle konnte 
deutlich beobachtet werden, daB sich lediglich die Vakuole rot 
firbte, dagegen blieb die Umgebung farblos. Ebenso konnten 
Fille beobachtet werden, bei welchen in den Mutterzellen der 
Farbstoff in Rosa umschlug und in den zugehérigen Knosper 
schwach gelb yar. Bei Zetlen von Fusarium lini B. war der 


Umschlag des Farbstoffs ins Gelbe deutlicher zu erkennen. 


Zusammenfassung, 


Entsprechend ihrem annahernd iibereinstimmenden Stoffwechsel 


wurde die innere Wasserstoffionenkonzentration von Hefe XII bzw. 
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Fusarium lini B. mittels Mikroinjektion bestimmt und fiir die Hef 
im Bereich 5,9 bis 6 und fiir Fusarium lini B. zwischen 6 und 6,1 liegend 
gefunden. 


Dieses Ergebnis steht in guter Ubereinstimmung mit den Be 
funden von TJ'ait und Fletcher bzw. Nord und Franke, nach denen die 
héchste zymatische Aktivitaét im Bereich von py 6,0 liegt. 


Die Durchfiihrung dieser Untersuchung wurde durch Mittel der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft erméglicht. Der Verfasser ist det 
Regierung von Hyderabad fiir die Bewilligung eines Stipendiums 
zu Dank verpflichtet, welches ihm die Bearbeitung dieser Autgabhe 


erleichterte. 
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Studien iiber die Struktur des Seidenfibroins. II. 


Von 
Emil Abderhalden und Hans Broekmann. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. d. 8.) 


( Eingegangen am 24, Juli 1930.) 


Wir haben kurzlich?! itiber Versuche berichtet, die zum Ziele hatten, 
festzustellen, ob im Seidenfibroin in Oxyaminosiuren enthaltene 
OH-Gruppen an der Verkniipfung von Bausteinen des genannten 
Proteinoids teilnehmen. Wir kamen zu dem SchluB, dai das nicht der 
Fall ist; vielmehr sind offenbar simtliche Hydroxylgruppen unbesetzt. 
Wir schlossen das aus dem Umstand, daB nach Einfiihrung der Benzoy!- 
bzw. Halogenbenzoylgruppe in Seidenfibroin der bei weitem grébte 
Teil davon in leicht aufspaltbarer Form zugegen ist, und zwar ent- 
spricht die Quantitat des lose verankerten Benzoyls bzw. Halogen- 
benzoyls annihernd dem Gehalt des genannten EiweiBbkérpers an 
Tyrosin und Serin. Dazu kommt, da nach erschépfender Benzoylierung 
bzw. Halogenbenzoylierung die Millonsche Reaktion negativ wird. 
Sie tritt sofort wieder in Erscheinung, wenn das leicht abspaltbare 
Benzoyl bzw. Halogenbenzoyl entfernt ist. Wir haben die vorliegenden 
Versuche nach verschiedenen Richtungen erweitert. Einmal nahmen 
wir die Benzoylierung von Seidenfibroin mit Benzoylchlorid in Pyridin 
vor und verglichen die Menge des leicht und schwer abspaltbaren 
Benzoyls mit den entsprechenden Werten, die wir bei der Benzoylierung 
des genannten, in Lithiumbromidlésung dispergierten Proteinoids er- 
halten hatten. Gleichzeitig priften wir die Zuverlissigkeit der von uns 
angewandten Methode der Bestimmung des in verschieden fester 
Bindung vorhandenen Benzoyls, und zwar einerseits durch Blind- 
versuche und andererseits durch Bestimmung des Halogens bei jenen 
Produkten, in die Halogenbenzoyl eingefiihrt. worden war. Weiterhin 
benzoylierten wir mittels Benzoesdureanhydrid. Auch hierbei verwandten 
wir Pyridin. Wir haben ferner Seidenfibroin mittels Diazomethan 
methyliert?. Wir bestimmten den Methylimid- und Methoxylgehalt 


1 Diese Zeitschr. 211, 395, 1929. 


2 Val. hierzu Emil Abderhalden u. Schmitz, im Erscheinen. 


Biochemische Zeitschrift Band 226. 14 
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des mehr oder weniger erschépfend methylierten Fibroins und ver- 
glichen die erhaltenen Werte mit jenen, die bei der Benzoylierung des 
gleichen EiweiBkérpers erhalten worden waren. 

Mit Benzoylfibroinfasern stellten wir ferner Fdrbeversuche an und 
verglichen die Ergebnisse mit jenen, die unter gleichen Bedingungen 
mit ,gemeinen‘’ Seidenfibroinfasern erhalten worden waren. 


Endlich versuchten wir sogenannte J'ussahseide, die sich iibrigens 
in konzentrierter Li Br-Lésung nicht lést, in Pyridin mittels Benzoyl- 
chlorids zu benzoylieren. Das Ergebnis war ein negatives. Die Willonsche 
Reaktion blieb erhalten. Sie verschwand jedoch nach Einwirkung 
von Essigsiureanhydrid auf die genannte Seidenart. Es sind weitere 
Untersuchungen tiber die vom gewohnlichen Seidenfibroin offenbar sehr 
stark abweichende Konstitution der Tussahseide im Gange. 


Im AnschluB an eine friihere Untersuchung!, die zum Ziele hatte, 
durch systematische Verfolgung des Abbaus von Seidenfibroin durch 
verdiinntes Alkali und durch Fermente zu priifen, ob der Hydrolysen- 
verlauf Merkmale dafiir bietet, daB Abbaustufen zusammengesetzter 
Natur entstehen, die sich durch eine schwerere oder leichtere Auf- 
spaltbarkeit auszeichnen, haben auch wir entsprechende Abbaustudien 
durchgefiihrt und von Zeit zu Zeit gepriift, wieviel Benzoylgruppen 
von den entstandenen Produkten in fester bzw. loser Bindung auf- 
genommen werden kénnen. Die gewonnenen Ergebnisse sollen als 
Grundlage zu _ Isolierungsversuchen von Abbaustufen zusammen- 
gesetzter Natur dienen. In der oben erwahnten Arbeit ist der Einflu’ 
von Pepsinsalzséiure und von Fermenten der Pankreasdriise auf Seiden- 
fibroin studiert worden. Es zeigte sich, da Pepsinsalzsiure das ge- 
nannte Proteinoid nur schwach angriff. Die Pankreasfermente dagegen 
hydrolysierten es weitgehend. Wir verwandten an Stelle von Pepsin- 
salzsiure Hundemagensaft, den wir der Giite von Herrn Prof. Rasenkow, 
Moskau, verdanken. Er griff in Wasser dispergiertes Seidenfibroin 
an. Ferner lieBen wir auf das genannte Proteinoid Trypsin-Kinase 
einwirken. In Bestatigung der friiheren Beobachtungen erfolgte Hydro- 
lyse. Nach etwa einer Stunde erstarrte jeweils die Fliissigkeit zu einer 
Gallerte. Erepsin vermag erst dann eine Wirkung zu entfalten, wenn 
Seidenfibroin mit Hundemagensaft bzw. Trypsin-Kinase anverdaut 
ist. Auch bei diesen Versuchen benzoylierten wir die Abbauprodukte. 
Bei der Einwirkung von Erepsin auf in Wasser dispergiertes Fibroin 
kam es nach einiger Zeit zur Bildung einer Gallerte. Es wird von In- 
teresse sein, den dabei stattfindenden Vorgang aufzukliren. 


1 Emil Abderhalden u. Herbert Mahn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 
253, 1928 
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Experimenteller Teil. 
I. Benzoylierung von Seidenfibroin. 
1. Bemerkungen zur Methodik der Benzoylbestimmung. 


Wir haben in unserer friiheren Mitteilung tiber Seidenfibroin'! erwahnt. 
daB sich der von Emil Abderhalden und Hans Brockmann? beschriebene 
Apparat zur Bestimmung von Pikrinsiure in Pikraten auch gut zur Benzoy! 
bestimmung eignet. Da diese Modifikation der Benzoylbestimmung sehr 
bequem ist und wenig Zeit erfordert, sei sie kurz beschrieben. 0,2 bis 0.3 g 
senzoylfibroin werden im Kjeldahlkolben des Apparats mit 20 cem 2 n 
NaOH je nachdem, ob die leicht abspaltbaren Benzoylgruppen oder det 
Gesamtbenzoylgehalt bestimmt werden soll, bei 37 oder bei 100° behandelt. 
Nach Ubersiiuerung mit 4n H,S0O, wird im Apparat viermal mit je 25 cem 
Ather ausgeschiittelt. Nachdem der Atherauszug zweimal im Scheide- 
trichter mit wenig Wasser durchgeschiittelt worden ist (das Wasser darf 
mit BaCl, keine Triibung mehr geben), werden 20 cem absoluten Alkohols und 
0.5c¢em einer 1°,igen Phenolphthaleinlésung zugesetzt. Zur Entfernung 
der in Ather gelésten Kohlensaiure wird nach Zusatz eines Tonscherbens 
der Scheidetrichter evakuiert, wobei der Ather aufkocht. Nach 1 bis 
2 Minuten wird mit n/10 NaOH titriert. Der Leerverbrauch des Alkohol- 
Athergemisches wird in einer besonderen Probe ermittelt. 

In unserer ersten Mitteilung! haben wir nicht besonders hervorgehoben, 
daB wir an Seidentibroin, das wir der gleichen Behandlung wie das Benzoyl- 
fibroin unterworfen hatten, Blindbestimmungen ausgefiihrt haben. Nun 
haben kiirzlich Goldschmidt und Kinsky® iiber entsprechende Versuche an 
Ovalbumin berichtet. Sie teilen mit, daB bei Behandlung dieses Proteins 
mit 5°,iger Natronlauge, nachtraglichem Ansauern und Ausiithern saure 
Produkte in den Ather iibergehen, und zwar in einem solchen Ausmafe, daB 
das Ergebnis der Benzoylbestimmung wesrentlich beeintluBt werden kann. 
Diese Mitteilung veranlaBt uns, nachtraglich iiber die von uns angestellten 
Kontrollversuche zu_ berichten. 

Es wurde Seidentibroin in LiBr-Lésung, die 100g LiBr in 100 cem 
Fliissigkeit enthielt, dispergiert, dialysiert und mit KHCO, versetzt. 
Dann wurde das Fibroin durch vorsichtigen Alkoholzusatz ausgetlockt. 
Es fiel also genau wie das Benzoylfibroin aus schwach alkalischer Lésung 
aus. Nach Extraktion mit Alkohol und Ather zeigten blinde Benzoyl- 
bestimmungen, daB nach Behandlung mit 2n NaOH in der Hitze und 
Kalte keine sauren, dtherléslichen Produkte entstanden waren. AuBerdem 
haben wir die Richtigkeit unserer Benzoylzahlen noch durch Halogen- 
bestimmungen des p-Brombenzoyl- und p-Chlorbenzoylfibroins nach Carius 
geprift. Es ergab sich gute Ubereinstimmung. 





12,621 mg p-Brombenzoylfibroin gaben, nach Carius zersetzt, 2,777 mg 
AgBr, gefunden 21,5°, p-Brombenzoyl, gefunden mit Atherextraktion 
21,16°, p-Brombenzoyl. 

6,503 mg p-Chlorbenzoyltibroin gaben, nach,Carius zersetzt, 1,143 mg 
AgCl, gefunden 17,11°, p-Chlorbenzoyl, gefunden mit Atherextraktion 
17,30°, p-Chlorbenzoyl. 


! Emil Abderhalden u. Hans Brockmann, diese Zeitschr. 211, 406, 1929. 

2 Dieselben, Fermentforschung 10, 163, 1929. 

3 Stefan Goldschmidt u. Kinsky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 183, 
252, 1929. 
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Im Gegensatz zum gereinigten Fibroin gab das nach Fischer und Skita 
gewonnene Seidenfibroin nach der Behandlung mit 2n NaOH _ saure 
Produkte an Ather ab, deren Menge mit der Dauer des Erhitzens zunahm. 





Einwirkungsdauer von yrange Seidenfibroi Verbrauch Scheinbarer 
2n NaOH in Stunden menge seidennoroin an n/10 NaOH Benzoylgehalt 
bei 100° g ecm bai 
2 0,2909 0,24 0,87 
3 0.5073 0,55 1,14 
5 0,3197 0,50 1.64 
8 0.4891 1,04 2,28 
Einwirkungsdauer von 
2n NaOH in Stunden 
bei 37° 
8 0.5068 0,02 0,04 
20 0.5273 0,20 0.40 


Stefan Goldschmidt und Kinsky! erhitzten zur Abspaltung sehr fest 
sitzender Benzoylgruppen ihre Préparate zum Teil mit 5°,iger NaOH 
auf 165°. Da dieses Verfahren nicht unbedenklich ist, zeigt folgende: 
Versuch. 0,6693 g d, l-Leucyl-glycin wurden in n NaOH gelést und in 
der Bombe 7 Stunden lang auf 160 bis 170° erhitzt. Beim Offnen der Bomb: 
wurde Geruch nach Isoamylamin festgestellt. Eine blinde’ Benzoy! 
bestimmung ergab einen Verbrauch von 0,84 cem n/10 NaOH, was einen 
Benzoylgehalt von 1,32°,, vortéuscht. d,l-Alanin inn NaOH 21, Stunden 
auf 140° erhitzt, gab bei einer blinden Benzoylbestimmung keine sauren 
Produkte an Ather ab. 


2. Benzoylierung von Seidenfibroin mit Benzoylchlorid und 
Pyridin. 

Bei 100° getrocknete Seidenfibroinfasern wurden zu je 5g mit Pyridin 
iibergossen und 2 Tage lang bei 37° aufbewahrt. Dann wurde aut der Nutsche 
gut vom Pyridin abgepreBt und mit einem Gemisch von 18 g Pyridin und 
14g Benzoylehlorid tibergossen. In diesem Gemisch wurde das Fibroin 
bei 37° verschieden lange aufbewahrt. Die Aufarbeitung vollzog sich, wir 
folgt. Das Fibroin wurde zunichst auf einer Nutsche vom Benzoylierungs 
gemisch abgepreBt und mit Alkohol griindlich ausgewaschen. Daran schlot) 
sich eine heiBe Extraktion mit Alkohol, die so lange durchgefiihrt wurde, 
bis keine Spur mehr von sauren Anteilen im Alkohol durch Titration nach 
zuweisen war, SchlieBlich wurde noch 3 Stunden lang mit Ather extrahiert 
Das bei 110° im Vakuum iiber P,O; getrocknete Benzoyltfibroin bestand 
aus glanzenden, gelbroten Fasern, die bedeutend leichter zerreiBbar ware: 
als das urspriingliche Fibroin. Zur Gesamtbenzoylbestimmung erwirmte) 
wir 3 bis 4 Stunden lang mit 2n NaOH auf 100°. Zur Bestimmung de: 
leicht abspaltbaren Benzoylgruppen wurde 20 Stunden lang in 2n NaOl 
bei 37° aufbewahrt. Die Tabelle gibt die Analysenwerte von verschieden 
lange benzoyliertem Fibroin wieder. Die korrigierten Werte sind aus de: 
gefundenen Werten durch Subtraktion der im Blindversuch ermittelte 
Benzoylwerte erhalten. Vom Gesamtbenzoyl wurden 1,30°,, vom leicht 
abspaltbaren Benzoyl 0,40°, abgezogen. Die Millonsche Reaktion fi 
bei allen Priparaten negativ aus, wurde aber nach ganz kurzer Behandluny 
des Benzoylproduktes mit n/10 NaOH positiv. 
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Gesamtbenzoyl- Bestimmung des kalt anil 
bestimmung verseifbaren Anteils ae 
Benzov- , an 
lierungs- Verbrauch Verbrauch Benzoyl Kalt Scnwer 
dauer Einwage an Finwage in (korr.) — verseifbar verseifbar 
n/10 NaOu nlONaQH Gesamt 
benzovl 
Std. g com rig cem 
45 0,3937 5,95 0.5260 6,88 14.6 13.3 1,3 
144 0,2889 4.55 0.5689 7.45 16,50 13.3 3.2 
192 0.3298 5,15 0.5758 6.90 15,1 12.2 2,9 
240 0,5074 7,73 0.5435 6.66 14.7 12.5 2,2 


Mit wachsender Benzoylierungsdauer nahm die Festigkeit der Fasern 
ab. Die 192 bezw. 249 Stunden lang benzoylierten Fasern lieBen sich in 
der Reibschale zu Pulver zerreiben. 

Die Benzoylierungsgeschwindigkeit hiangt offenbar von der Vor 
behandlung des Fibroins mit Pyridin ab, denn nicht vorbehandeltes Fi 
broin zeigte, wie die folgenden Analysen ergaben, nach 3 taigigem Auf 
bewahren in dem oben benutzten Benzovlierungsgemisch nur geringe 
Benzoylierung. 

2g Fibroin 72 Stunden bei 37° in einem Gemisch von 18 g¢ Pyridin 
und Pe g Ve ete aufbewahrt. 

413 g 3—4 Stunden mit 2n NaOH auf 100° erhitzt, brauchten 


ahi. com n/l0 NaOH 3,33 °o Benzoyl. 
0.3271 g¢ 15 Stunden mit 2n NaOH aut 37° erwarmt. brauchten 
0,73 com n/10 NaOH 2,33 °, Benzoyl. 


3. Farbeversuch mit Benzoylfibroinfasern. 


In schwach essigsaurem Bad von Pararosanilin wurden Seidenfibroin 
und Benzoylfibroin (das letztere war durch 48 stiindiges Behandeln von 
Fibroin mit Benzoylchlorid und Pyridin erhalten worden) 10) Minuten 
auf 50- 60° erwirmt. Seide wird gut angefairbt. Benzoylseide dagegen 
nur ganz schwach. Behandelt man jedoch die Benzoylseide vorher einige 
Zeit mit n/10 NaOH, wascht gut aus und bringt sie dann ins Bad, so 
farbt sie sich wie gewohnliche Seide. 

Derselbe Unterschied zwischen Seide und Benzoylseide lie sich bei 
Farbeversuchen im schwach alkalischen Bad von Alizarinsulfosiure fest- 
stellen. 


4. Einwirkung von Benzoesiureanhydrid und Pyridin aut 
Seidentibroin bei 100°, 
Je 2g Seidenfibroin wurden in einem Gemisch von 10 g¢ Benzoesiure 
anhydrid und 20g Pyridin auf 100° erhitzt. Zur Entfernung des Benzoe- 





4 
Gesamtbenzoyl- Bestimmung des kalt 
*rozente 
bestimmung verseifbaren Anteils Prozen 
Benzoy- salad an 
j Ti 0 t Sy} ‘ 
lierungs- Verbrauch Verbrauch Benzoyl Kal Schws 1 
dauet Einwage an Einwage in (korrig.) verseifbar verseifbat 
n/l0 NaOH n10 NaOu (resamt- 
benzoy 
Std. g eem g cem 
4 0.2039 1,08 0.2173 1,20 5.6 5.4 0.2 
5 0,2857 2,62 0.2784 2,10 8,5 7.5 08 
12 0,2475 2,71 0.2015 1.88 10.2 94 0.8 
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siureanhydrids und des Pyridins wurde mehrere Stunden mit Alkoho! 
extrahiert. Die Tabelle gibt die Analysenergebnisse bei verschieden langer 
Benzoylierungsdauer an. Die Prozente an Benzoyl] sind, wie oben korrigiert. 


5. Einwirkung von Benzoylchlorid und Pyridin auf Tussahseide. 


Tussahseide wurde nach viertigigem Aufbewahren in Pyridin bei 37° 
gut auf der Nutsche abgepreBt und bei 37° in einem Gemisch von 18 g 
Pyridin und 14 g Benzoylchlorid aufbewahrt. Wahrend beim gewéhnlichen 
Seidentibroin die Millonsche Reaktion nach zweitagiger Einwirkung des 
Benzoylierungsgemisches vollstindig verschwunden war, zeigte die Tussah- 
seide nach l6tagiger Einwirkung noch deutlich positive Reaktion. Ebenso 
erschien die Festigkeit der Tussahseidenfasern unverindert. Dagegen 
verschwand bei der Einwirkung von Pyridin und Essigsiiureanhydrid die 
Millonsche Reaktion nach einigen Tagen. Tussahseide wurde 1 Stunde 
mit n NaOH behandelt. Nach griindlichem Auswaschen wurde das Wasse1 
durch Pyridin verdringt und das Fibroin noch 2 Tage bei 37° in Pyridin 
aufbewahrt. Dann wurde die Tussahseide in einem Gemisch von 16 Teilen 
Pyridin und 10 Teilen Essigsiureanhydrid bei 37° auibewahrt. Nach 
4 Tagen war die Millonsche Reaktion negativ. 

Tussahseide lapt sich zum Unterschied von gewohnlicher Seide nicht in 
konzentrierter Li Br-Lésung dispergieren. 


II. Methylierung von Seidenfibroin mit Diazomethan. 


5g Seidenfibroin wurden in konzentrierter LiBr-Lésung dispergiert 
und danach der Dialyse unterworfen. Nachdem im AuBenwasser kein 
Br’ mehr nachzuweisen war, wurde das Dialysat mit Alkohol versetzt, 
wobei das Fibroin als tlockiger Niederschlag austiel, der zur Entfernung 
des Wassers zehnmal mit absolutem Alkohol und zehnmal mit absolutem 
Ather gewaschen wurde. Nach Suspension des Niederschlags in absolutem 
Ather wurde itherische Diazomethanlésung zugesetzt und auf der Maschine 
geschiittelt. Das ReaktionsgefiB war mit einer mit verdiinnter H,SO, 
beschickten Waschflasche verbunden, so daS das Authéren der Gasent- 
wicklung und damit das Ende der Reaktion festgestellt werden konnte. 
Nach 3 Tagen wurde abfiltriert, der Niederschlag mit Alkohol und Ather 
gewaschen und bei 110° im Vakuum iiber P,O, getrocknet. Die Millonsche 
Reaktion fiel negativ aus. Das methylierte Fibroin war in konzentrierte! 
LiBr-Lésung léslich. 


Mikromethoxylbestimmung : 
I. 32,420 mg Substanz gaben 3,72 mg AgJ. 
II. 33,102 ,, i » £99 «- Aad. 
Gefunden: I. 1,529, Methoxyl; II. 1,68°, Methoxyl. 
Nimmt man an, daB alle CH,-Gruppen am OH des Tyrosins sitzen, 
so berechnet sich aus einem Methoxylgehalt von 1,60°, ein Tyrosingehalt 
von 9,4°,, was gut mit den Ergebnissen der Totalhydrolyse iibereinstimmt. 


Mikromethylimidbestimmung : 
T. 32,420 mg Substanz gaben 3,47 mg AgJ. 
II. 32,406 ,, i 9 3,36 , Agd. 
Gefunden: I. 0,68°, Methyl; II. 0,66°, Methyl. 
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Das analysierte Methylfibroin wurde unter haufigem Umschiitteln 
14 Tage lang in einer atherischen Diazomethanlésung autbewahrt, die 
dreimal erneuert wurde. Dann wurde, wie oben beschrieben, aufgearbeitet. 
Mikromethoz ylbestimmung : 
TI. 29,920 mg Substanz gaben 6,615 mg AgJ. 
II. 33,733 ,, 9 » 6,666 ,, AgJ. 
Gefunden: I. 2,92°, Methoxyl; II. 2,61°, Methoxyl. 





Mikrometh ylimidbestimmung : 

33,733 mg Substanz gaben 3,425 mg AgJ. 
Gefunden: 0,65°, Methyl. 

Um zu ermitteln, ob noch mehr Methyl aufgenommen werden kann, 
wurde dasselbe Methylfibroin nochmals 14 Tage lang in atherischer Diazo- 
methanlésung unter haiufigem Umschiitteln autbewahrt, wobei die Diazo- 
methanlésung dreimal erneuert wurde. 


Mikromethoxylbestimmung : 
I. 45,922 mg Substanz gaben 10,508 mg AgJ. 
II. 63,388 ,, i om 15,025 ,, AgJ. 
Gefunden: I. 3,02°, Methoxyl; II. 3,13°, Methoxyl. 
Mikromethylimidbestimmung : 
I. 45,922 mg Substanz gaben 5,525 mg AgJ. 
II. 63,388 ,, » 9,053 ,, Agd. 
Gefunden: I. 0,77°, Methyl; Il. 0,91°, Methyl. 


o 

Der Methoxyl- und Methylimidgehalt hat, wie ersichtlich, nicht wesent- 
lich zugenommen. Aus einem Methoxylgehalt von 3°, berechnet sich ein 
Gehalt an OH-Gruppen von 1,67°,, was mit dem in unserer friiheren 
Mitteilung' angegebenen Wert von 1,8 bis 2,1°,, der aus Benzoyl- 
bestimmungen berechnet wurde, gut iibereinstimmt. 

Die gefundenen Methylimidzahlen éndern sich nicht durch langere 
Methylierungsdauer. Sie schwanken zwischen rund 0,7 und 0,9°,. Aus 
einem mittleren Wert von 0,80°, berechnet sich unter der Annahme, daB 
in eine NH,-Gruppe zwei Methylgruppen eintreten, ein Gehalt an N H,- 
Gruppen von 0,43°,, was in guter Ubereinstimmung steht mit dem aus 
Benzoylbestimmungen berechneten Gehalt von 0,31 bis 0,42°,. 


III, Abbau von dispergiertem Seidenfibroin mit n NaOH und Benzoylierung 
der Abbauprodukte. 


33g Seidenfibroin wurden in 100cem LiBr-Lésung dispergiert, die 
100g LiBr in 100ccem Fliissigkeit enthielt. Diese Dispersion wurde bis 
zum Verschwinden der Br-Reaktion des AuBenwassers im Schnelldialysator 
dialysiert. Das Dialysat wurde mit 500 cem 2n KOH verdiinnt und aut 
1 Liter aufgefiillt, so daB die Lésung an Alkali normal war. Zu bestimmten 
Zeiten wurden in 4 cem dieser Lésung, die bei 20° aufbewahrt wurde, nach 
Sdrensen der Aminostickstotf, nach Willstdtter der Gehalt an Aminosiuren 
und Polypeptiden ermittelt. Gleichzeitig mit dieser Probeentnahme wurden 
200 ccm der Lésung herauspipettiert, mit HCl neutralisiert, aut 500 ccm 


1 Emil Abderhalden u. Hans Brockmann, diese Zeitschr, 211, 411, 1929. 
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aufgeftillt und nach Zusatz von L0Og KHCO, mit 70g Benzoylchlorid 
benzoyliert. Der ausfallende Niederschlag wurde abgenutscht, getrocknet 
und mit Ligroin heiB extrahiert. Der in Ligroin unlésliche Riickstand wurde 
heiB mit Alkohol ausgezogen. Von dem alkoholunléslichen Riickstand 
wurden Cesamtstickstoffbestimmungen nach Kjeldahl, sowie Benzoy! 
bestimmungen gemacht. Bei den letzten beiden Versuchen fiel bei der 
Benzoylierung in alkalischer Loésung kein Niederschlag aus. Die beim 
Ansiiuern entstehende Fallung wurde nach dem Trocknen mit Ligroin 
extrahiert. Es hinterblieben nur ganz geringe Mengen eines schmierigen 
Riickstandes. Die Tabelle gibt die erhaltenen Ergebnisse wieder. 
4eem der Abbaulésung verbrauchten, nach Kjeldahl verbrannt, 
15,46c¢em n/l0 H,SO,. Demnach enthielten 200 com Lésung. wenn man 
den Stickstoffgehalt des Fibroins zu 18,3°,, setzt, 5.8 g¢ Fibroin. 
Erklérung der einzelnen Kolumnen: 
I. Zeit vom Beginn des Versuchs bis zur Probenahme in Stunden. 
Il. Verbrauchte Kubikzentimeter n/5 NaOH bei der Bestimmung des 
Aminostickstoffs nach Sdérensen. 
Ill. Verbrauchte Kubikzentimeter n/10 alkoholischer NaOH bei dei 
Titration nach Willstdtter in a) 40°,,igem und b) 95°,igem Alkohol. 
IV. Menge des gemessenen Aminostickstoffs, ausgedriickt in Prozenten 
des Gesamtstickstoffs. 
V. Aminostickstoff von Aminoséuren a) und Polypeptiden b), aus- 
gedriickt in Prozenten des Gesamtstickstoffs. 
VI. Gewicht des mit Ligroin erschépfend behandelten Niederschlags 
in Grammen. 
VII. Gewicht des mit Alkohol erschépfend behandelten Niederschlags 
in Grammen. 














VIII. Benzoylgehalt kalt verseitbar. 
IX. Benzoylgehalt heiB verseitbar. D . 
X. Aminostickstoff, berechnet aus heiB verseifbarem Ben- lke hol 
zoyl, bezogen auf benzoylfreie Substanz. 1] ali re 
- ° . unlosirhnen 
XI. OH-Gehalt, berechnet aus leicht verseifbarem Ben- Teiles 
zoyl, bezogen auf benzoylfreie Substanz. ‘ 
XII. Gesamtstickstoff, bezogen auf benzoylfreie Substanz. 
Ill V 
Nr} I | IV VI | vi} vit} mx | X } XI | XM 
t b t b 
1 2 0.70 0,88 0.47. 9 5.7 3.0' 5.6 3.05 14.34 3,36 0,54 2,82 15,69 
2 6 1.47 2,23/0,63 | 19 144 41 26 1,5 14,91 3,33 0,54 2,96 14,67 
3 22 2.74 3,93) 1548 | 355.254 9,5) 1,15 0,55 18,09 18,42 3,88 40,63 17,53 
4. 54 3,75 4,18/2,89 48,5 27,0 18,6 
5 129 5,24 4,89 4,60 68 31,0 39,0 


Benzo ylbestimmungen : 


Nr. l. 0.2622 ¢ in Alkohol unléslicher Niederschlag 4 Stunden mit 2n 


NaOH auf 100° erhitzt. brauchten 4,42 cem n/1l0 NaOH, ent- 
sprechend 17,70°, Benzoyl. 


0.3537 g 20 Stunden lang in 2 n NaOH bei 37° aufbewahrt, brauchten 
4,83 cem n/10 NaOH, entsprechend 14,34°, Benzoyl. 
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Nr. 2. 0.1751 g in Alkohol unléslicher Niederschlag 4 Stunden mit 2n 
NaOH aut 100° erhitzt, brauchten 3,04ccem n 10 NaOH, ent 
sprechend 18,24°, Benzoyl. 

0.2725 ¢ 5 Stunden lang in 2 n NaOH bei 37° aufbewahrt, brauchten 


3.87 com n/l0 NaOH, entsprechend 14,91°, Benzoyl. 


Nr. 3. 0.1300 ¢ in Alkohol unléslicher Niederschlag 4 Stunden mit 2 n 
NaQH auf 100° erhitzt, brauchten 4,52 cem n 10 NaOH, ent- 
sprechend 36,51°, Benzoyl. 

0.1887 ¢g 5 Stunden in 2n NaOH bei 37° autbewahrt, brauchten 
3,.25c¢em n/ lO NaOH, entsprechend 18,09°,, Benzoyl. 


K jeldahlbestimmungen : 


Nr. l. 59,2 mg brauchten 5,45 ccm n/1l0 H,SO,; N 12,90°,,. 
2. Si, ,, - 7,00 ,, n/l0 H,SO,; N 12,00°,. 
3. 37,4 ,, ” 2,97 , n/l0 H,SO,; N 11,12%. 


Wiederholung des Versuchs. 


Um zu ermitteln, ob sich die in der Tabelle angegebenen Zahlen reprodu- 
zieren lassen, wurden 5,34 g Seidenfibroin in 200 cem n NaOH so lange 
aufbewahrt, bis der Aminostickstoff 9°, 
Nach Entnahme der Titrationsproben betrug das Volumen noch 185 cem. 
Es waren also noch 4,95 g Fibroin in der Losung vorhanden. Nach Neutrali- 
Sierung wurde, wie oben beschrieben, benzoyliert und der ausfallende 
Niederschlag mit Alkohol hei® erschépfend extrahiert. Es hinterblieben 
2,50 g. Beim obigen Versuch Nr. 1 wurden aus 5,8 g Fibroin 3,05 ¢ alkohol- 
unléslicher Riickstand erhalten, aus 4.95 demnach 2,60 g. Die Ausbeuten 


des Gesamtstickstoffs betrug. 


stimmen also gut tiberein. 

Benzoylbestimmung: 0,3880g¢ 4 Stunden mit 2n NaOH aut Loo? 
erwarmt, brauchten 6,80 cem n/10 NaOH, entsprechend 18,40°, Benzoyl. 
0.4025 g¢ 15 Stunden bei 37° autbewahrt, brauchten 5,77 c¢cem n 10 
NaOH, entsprechend 15,05°, Benzoyl. 

Die Benzoylzahlen liegen etwas hoher als beim Versuch Nr. 1, zeigen 
aber doch leidliche Ubereinstimmung. 


IV. Einwirkung von Fermenten aus wm Wasser dispr rqie rtes Seidentibroin 
bet 37°. , 
a) Hundemagensatft. 

Zu 20cem einer Lésung, die 2,5°, wasserfreies dialysiertes Seiden- 
fibroin enthielt, wurden 5cem Hundemagensatt zugesetzt. In einer 
Titrationsprobe von 4cem wurde der Zuwachs an Aminostickstoff nach 
Willstdtter und Waldschmidt-Leitz mit n/10 alkohotischer NaOH bestimmt. 
In einer Kontrollbestimmung wurde der FintluB von 0.35 
auf Seidenfibroin festgestellt. Der dabei ermittelte kleine Zuwachs ist bei 
den Zahlen der Tabelle bereits beriicksichtigt. 


’,iger Nalzsaiure 





‘ Zuwachs 
Nr. Zeit an n 10 NaOH 
Std eem Z 
I 24 0.39 
2 24 0.40 
3 16 0.30 
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b) Trypsin-Kinase, py = 8,4. 

Zu 12cem einer Lésung, die 1g dialysiertes, wasserfreies Fibroin 
enthielt, wurden 2 cem Trypsin-Kinaselésung (0,84) zugefiigt. Dann wurd: 
mit m/5 Phosphatlésung auf 25ccem aufgefiillt. Die Titrationsprobe be- 
trug 5cem. Nach 1 Stunde erstarrte die Fliissigkeit zu einer Gallerte. 
die sich durch Einstellen in heiBes Wasser so weit verfliissigen lieB, daB 


man pipettieren konnte. 





Zuwachs 


Zeit an n/10 NaOH 
Std. ecm 
5 0,33 Tyrosinabscheidung ! 
c) Erepsin, pu = 7,8. 


Der Ansatz war derselbe wie beim Trypsinversuch. Die Wirksamkeit 
des Erepsins betrug 0,43 Einheiten. 





Zuwachs 


Zeit an n10 NaOH 
Std. cem 

5 0,15 
20 zu Gallerte erstarrt 


d) Einwirkung von Erepsin auf Seidenfibroin, das mit Hunde- 
magensaft vorbehandelt war. 

Zu 25cem einer Fibroinlésung, die 2,5 g dialysiertes, wasserfreies 
Fibroin enthielt, wurden 25 ccm Hundemagensaft gegeben. Nach fiint- 
stiindigem Aufbewahren bei 37° wurde mit n NaOH aut py 7,8 ein- 
gestellt und mit 25ccm m/5 Phosphatpufferlésung, py 7,8 und 5ecm 
Erepsinlésung versetzt. Die Titrationsprobe betrug 5 ccm. 





Zuwachs 


Zeit an n/10 NaOH 
Std. ecm 
17,5 0.80 


e) Einwirkung von Darmsaft und Pankreatin 
auf Seidenfibroin. 

Zu einer Lésung, die 5g dialysiertes Seidenfibroin in 50 cem Wasser 
enthielt, wurden 40 ccm m/5 Phosphatpufferlésung (py 8,0), 10 cem 
Darmsaft und 0,25 g Pankreatin (Griibler) gegeben. Das Reaktionsgemisch 
wurde in die Hiilse eines Schnelldialysators gefiillt und bei 37° einer vier- 
tigigen Dialyse unterworfen. Als AuBenwasser diente ein Gemisch aus 
1,5 Liter m/5 Phosphatpufferlésung (px 8) und 3 Liter Wasser. Zur 
Fernhaltung von Bakterien war die Fliissigkeit mit Toluol iiberschichtet. 
Schon nagh 3 Stunden zeigte die AuBenfliissigkeit stark positive Ninhydrin- 
reaktion. Nach 4 Tagen wurde die AuBenfliissigkeit auf ein geringes Volumen 
im Vakuum eingeengt. Es wurde der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl und 
der Aminostickstoff nach van Slyke ermittelt. In 1 cem wurden gefunden: 
0,83 mg Aminostickstoff und 0,65 mg Gesamtstickstoff. Der Aminostickstoft 
betrigt fast genau 50°, des Gesamtstickstoffs. 

Der Inhalt der Dialysierhiilse war ein diinnfliissiger Brei, in dem untet 
dem Mikroskop deutlich lange Nadeln von Tyrosin zu erkennen waren. 
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Nach mehrstiindiger Dialyse gegen destilliertes Wasser wurde zentrifugiert. 
Der sich dabei absetzende gallertartige Niederschlag wog nach dem Trocknen 
bei 110° 2,25 g. Durch Extraktion mit Ammoniak lieBen sich 0,23 g Tyrosin 
daraus gewinnen. 


f) Einwirkung von Trypsin-Kinase auf Seidenfibroin. 
Benzoylierung der Abbauprodukte. 


100 cem einer Lésung, die 10 g wasserfreies, dialysiertes Seidentibroin 
enthielt, wurde mit m/5 Phosphatpuiferlésung (pH= 8,4) auf 200 com 
verdiinnt und mit 50ccem Trypsin-Kinaselésung versetzt. 

Nach 24stiindigem Aufbewahren bei 37° war die Keaktionsfliissigkeit 
zu einer Gallerte erstarrt, die von mikroskopisch kleinen Tyrosinnadeln 
durchsetzt war. Es wurde mit etwas Wasser verdiinnt und filtriert. Der 
bei 110° getrocknete Niederschlag wog 2,9 g. Durch Extraktion mit Ammo- 
niak, Verdampfen desselben und Umkristallisieren des Riickstandes lieBen 
sich 0,6 g Tyrosin rein gewinnen. Rechnet man mit einem Tyrosingehalt 
von etwa 9°,, so ergibt sich, da®B der gréBte Teil davon durch Trypsin- 
einwirkung zur Abspaltung kacn. 

Das Filtrat gab ganz schwache Millon-Reaktion und violette Biuret- 
reaktion. 

2 ccm enthielten 3,44 mg Gesamtstickstoff (nach Kjeldahl) und 1,40 mg 
Aminostickstoff (nach van Slyke). Nach Zusatz von 100g KHCO, zum 
Filtrat wurde mit 70 g Benzoylchlorid in der iiblichen Weise benzoyliert. 
Der dabei ausfallende Niederschlag wurde nach dem Trocknen 3 Stunden 
mit Petrolather heiB extrahiert. Es hinterblieben 0,24 g Substanz, die 
in Pyridin und in Alkohol unléslich war. Die Millonsche Reaktion war 
erst nach kurzer Alkalibehandlung positiv. 

Benzo ylbestimmung: 

0.1778 g wurden 15 Stunden in 2n NaOH bei 37° aufbewahrt und 
verbrauchten 4,15 cem n/10 NaOH. Dann wurde nochmals mit 2 n NaOH 
versetzt und 3 bis 4 Stunden auf 100° erwirmt. Es ergab sich ein Verbrauch 
an 0,50 cem n/10 NaOH fiir das schwer verseifbare Benzoyl. 

Gefunden: 24,51°, leicht verseifbares Benzoyl; 2,95°, schwer ver- 
seifbares Benzoyl. 

Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Benzoylbestimmungsmethode mit einem schon 
friiher zur Pikrinsiurebestimmung benutzten Apparat beschrieben. 

2. Die in der friiheren Publikation angegebenen Benzoylwerte 
werden durch Halogenbestimmungen der Halogenbenzoylfibroine kon- 
trolliert und bestatigt. 

3. Nicht gereinigte Seidenfibroiafasern gaben, mit 2n NaOH 
behandelt, bei blinden Benzoylbestimmungen Benzoylwerte, die in 
Rechnung gesetzt werden miissen, wihrend das von uns verwandte, 
nach besonderer Methode (vgl. experimenteller Teil) gereinigte Fibroin 
keine sauren Produkte lieferte. 

4. d,1-Leacyl-glycin mit n NaOH 7 Stunden auf 160 bis 170° 
erhitzt, gibt bei der blinden Benzoylbestimmung einen ,,Benzoylgehalt* 
von 1,32"... 
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5. Seidenfibroinfasern wurden mit Pyridin und Benzoylchlorid 
benzoyliert. Die benzoylierten Fasern zeigten cinen héheren Wert 
an leicht abspaltbarem Benzoyl. Dagegen war der Wert fiir schwer 
abspaltbares Benzoyl nicht wesentlich verschieden von dem des in 
wisseriger Lésung benzoylierten Fibroins. Der Benzoylgehalt hangt 
nicht ab von der Dauer der Benzoylierung, wohl aber nimmt die Festig- 
keit der Fasern mit wachsender Benzoylierungsdauer ab. 

6. Benzoylierte Seidenfibroinfasern werden viel schlechter an- 
gefarbt als Seidenfibroin. Abspaltung der Benzoylgruppen durch 
verdiinntes Alkali stellt die alte Farbefahigkeit wieder her. 

7. Erhitzen von Seidenfibroin mit Pyridin und Benzoesiure- 
anhydrid fiihrt ebenfalls zur Benzoylierung. 

8. Benzoylchlorid und Pyridin wirken auf Tussahseide kaum ein. 

9. Tussahseide ist in konzentrierter Li Br-Lésung unléslich. 

10. Bei Einwirkung von Diazomethan auf Seidenfibroin werden bei 
kiirzerer Einwirkung Produkte erhalten, deren Methoxylgehalt mit 
dem Gehalt des Fibroins an Tyrosin (Annahme einer vollstandigen 
Methoxylierung dieser Aminosiure) gut tibereinstimmt. Bei lingerer 
Einwirkung steigt der Methoxylgehalt bis zu einem konstanten Wert 
an. Der Methylimidgehalt ist von der Dauer der Einwirkung des Diazo- 
methans wenig abhingig. Der aus dem Methoxylgehalt des erschépfend 
methylierten Fibroins berechnete Anteil an OH-Gruppen des Fibroins 
sowie der aus dem Methylimidgehalt berechnete Prozentsatz an N H,- 
Gruppen stimmt gut mit jenen Werten iiberein, die aus dem Benzoyl- 
gehalt von Benzoylfibroinen berechnet sind. 

11. Beim Abbau von Seidenfibroin mit n NaOH und nachfolgender 
Benzoylierung werden nach 2 und 6 Stunden Produkte erhalten, die 
sich hinsichtlich des Benzoylgehalts nur wenig unterscheiden. 

12. Nach 22stiindiger Einwirkung von n NaOH wird bei der 
Benzoylierung ein alkoholunlésliches Produkt erhalten, das sich durch 
einen hohen Gehalt an leicht und schwer verseifbarem Benzoyl aus- 
zeichnet. 

13. In Wasser dispergiertes Seidenfibroin wird von Hundemagen- 
saft und Trypsin angegriffen, nicht aber von Erepsin. Dagegen greift 
Erepsin nach erfolgter Pepsineinwirkung die entstandenen Abbau- 
produkte an. F foo 

14. Bei der Trypsineinwirkung wird die Hauptmenge des Tyrosins 
abgespalten. Bei Trypsin-Erepsinverdauung unter Dialyse wird etwa 
die Halfte des angewandten Fibroins in dialysierbare Produkte ge- 
spalten. Bei der Trypsinverdauung mit anschlieBender Benzoylierung 
wird ein Benzoylprodukt mit hohem Gehalt an leicht verseifbarem 


Benzoyl erhalten. 











Bemerkungen zur Darstellung yon Prolyl-alanin sowie 


oa von Prolylpeptiden iiberhaupt. 
Von 
aO- Max Frankel und Sonja Kuk. 
in. (Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebriaischen 
Universitat zu Jerusalem.) 
bei (Eingegangen am 24. Juli 1930.) 
nit 
ren Den Prolylpeptiden kommt beim Aufbau der Eiweibstoffe eine 
rer wichtige Rolle zu. Levene und Beatty! haben als erste bei der tryptischen 
ert Verdauung der Gelatine einen Prolylabkémmling, und zwar Prolyl- 
10- glycinanhydrid, isoliert. In neuerer Zeit gelang es FE. Abderhalden, 
nd aus mehreren Eiweibstoffen Prolinpolypeptide in anhydridischer Form 
ins abzuscheiden®, und A. Fodor und Ch. Epstein beschrieben in den letzten 
os Jahren acetylierte, partiell anhydrisierte und molekularassoziierte 
ol. Prolinpeptide, die sie aus der Gelatine mittels Essigsiureanhydrids 
erhielten®. Das vorherrschende Strukturskelett dieser Stoffe wird durch 
ler das nachfolgende Schema wiedergegeben: 
Lie Gl pr al 
| @ Oxypr—al. 
le al—oxypr—gl 
a (Gl= Glyeyl, pr = Prolyl, al = Alanyl, oxypr = Oxyprolyl, e = Zeichen 
2 fiir die Assoziation.) Im methylalkoholischen Anteil des durch Pepsin- 
verdauung gewonnenen Hydrolysats der Gelatine kommen die beiden 
”" Bestandteile dieses Assoziats nebeneinander vor. 
aft Gegeniiber der verhialtnismabig groBben Zahl von analytischen 
aa Befunden liegen nur wenige synthetische Arbeiten tiber diese Korper- 
klasse vor. Von Bedeutung ist vor allem die Untersuchung von 
7 E. Fischer und U. Suzuxi4, die einen synthetischen Weg angegeben 
is haben, um Peptide mit anfangstandigem Prolin darzustellen. 
ve 
“il ' B. 39, 2060, 1908; Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 1438, 1906. 


2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 127, 128, 281, 1922; 182, 1, 1923; 184, 113, 
om 1924; 136, 134, 1924. 

3 Ebendaselbst 171, 222, 1927: diese Zeitschr. 200, 211, 1928; 210, 
24, 1929; 214, 242, 1929. 


4B. 37, 2842, 1904; siehe auch Annalen 363, LIS, 1908. 
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Die Prolylpeptide sind durch ein konstitutives Merkmal charak- 
terisiert, das sie von den anderen Peptiden unterscheidet: sie enthalten 
im Gegensatz zu diesen keine dem endstandigen Carboxyl aquivalente 
Aminogruppe, wie z. B. aus der Formel des Prolylalanins hervorgeht: 


CH,—CH, 
Hy “Ha COOH 


CH, CH.CO.NH.CH 
C Hs, 
Ni 

Sowohl fiir die Entscheidung von Konstitutionsfragen der Gelatine! 
als auch fiir die Untersuchung des Verhaltens der Prolylpeptide gegen 
Fermente bendtigten wir eine gréBere Menge von Prolylalanin, das 
wir nach dem von E. Fischer und U. Suzuki angegebenen Verfahren 
gewinnen wollten. 

Bei unseren Versuchen erhielten wir sehr unbefriedigende Er- 
gebnisse, die uns zu einem vollstandig erneuten Durcharbeiten der 
Fischerschen Methode veranlaBten. Da die Resultate unserer Unter- 
suchung nicht nur fiir die Darstellung von Prolylalanin, sondern fiir 
alle Falle, in denen es sich um die Einfiihrung des Prolylrestes handelt, 


von Belang sind, berichten wir im nachstehenden iiber unsere Versuche.. 


Die Fischersche Darstellungsweise lauft im wesentlichen auf die 
Kupplung von «a, 6-Dibromvalerylchlorid mit der Aminosiéure (d, ]-Alanin) 
und auf die nachfolgende Behandlung des so gewonnenen «, 6-Dibrom- 
valerylalanins mit Ammoniak hinaus; durch die letztere Operation wird 
unter Abspaltung der beiden Bromatome in Form von Ammoniumbromid 
der Ring des «-Pyrrolidinderivates geschlossen: 

CH, 
BrCH,.CHg. CH,CHBr.COCl + NH,CH.COOH 
a, 0-Dibromyalerylchlorid 
CH, 
— Br.CH,.CH,.CH,.CHBr.CO.NH.CH.COOH 


a, )-Dibromvalerylalanin 


CH, . CH, CH,—CH, 
| + 3 NH, = | — 2NH,Br 
Br CH, | NH CH, 
CHs CH, 
br.CH.CO.NH.CH.COOH CH.CONH.CH.COOH 


EB. Fischer und U. Suzuki (1. ec.) gehen bei der Darstellung des «, d-Di- 
bromvalerylchlorids von der «a, 6-Dibromvaleriansiiture aus, fiir deren 
Darstellung sie keine experimentellen Angaben machen. 
Der iibliche Weg zu ihrer Darstellung ist von Willstdtter? kurz skizziert 
worden: bei der Einwirkung molekularer Mengen Natriummalonester 


1 Vgl. die friiher erwahnten Untersuchungen von A. Fodor u. Ch. 
Epstein. 
2 B. 33, 1160, 1900. 
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und Trimethylenbromid in der Kalte entsteht unter anderen Neben 
produkten in einer Ausbeute von bestenfalls 30°, der Theorie Brompropy!- 
malonester (I), der sich durch Bromierung unter bestimmten Bedingungen 
und durch nachfolgende Verseifung bei gleichzeitiger Abspaltung eines 
Carboxyls in die a, 6-Dibromvaleriansiure (III) tiberftihren last: 


COOC,H,; COOC,H, 
CHNa + Br.CH,.CH,.CH,Br CH. CHyg.CH,. CH, Br (I) 
COOC,H, COOC, H; 

, Br 


COOC HH; 
CBr.CH,.CH,. CH, Br (II) 
COOC,H,; 

HBr 


y 
CHBr.CH,.CH,.CH,Br (IID) 


COOH 


1. Trimethylenbromid. 
Die erste Aufgabe war es daher, fiir das sehr kostspielige Trimethylen- 
bromid eine befriedigende Darstellungsmethode austindig zu machen. 
Auf Grund umfangreicher vergleichender Versuche gelangten wir 
zur Anwendung des in den nachstehenden Formeln wiedergegebenen Weges: 


CH,OH CH, CH, CH, Br 
| 
CHOH —~ CH — CH —+ CH, 

| ! ! 

CH,OH CH,OH CH, Br CH, Br 


Zur Gewinnung von Allylalkohol aus Glycerin verwendeten wir die 
Methode der Einwirkung von Ameisensiure auf dieses und arbeiteten in 
Anlehnung an das von O. Kamm und C.S. Marvel! durchgebildete Ver- 
fahren, das uns den Allylalkohol in einer Ausbeute von 43°, lieferte. Uber 
Kinzelheiten gibt der experimentelle Teil AufschluB. 

Der Ersatz der Hydroxylgruppe durch Brom, der zum Allylbromid 
fiihrt, erfolgte nach dem von den gleichen Autoren angegebenen Verfahren, 
bei dem der Alkoho! mit einem etwa 25°, igem UberschuB von wiisseriget 
(48°, iger) Bromwasserstoffsiure in Gegenwart von H,SO, behandelt wird. 
Das Verfahren liefert das Allylbtomid in etwa 80°, iger Ausheute. 

Die letzte Stufe zur Darstellung von Trimethylenbromid besteht in 
der Anlagerung von Bromwasserstoff an die Doppelbindung. Wir erhielten 
die besten Ergebnisse bei der wiederholten Sattigung des Allylbromids mit 
gasfOrmiger Bromwasserstoffsiure bei einer Temperatur von etwa 2()°, 
Das Einleiten von HBr wird so oft wiederholt, bis auch nach lingerem 
Stehen im Dunkeln bei etwa 30° keine Absorption des Bromwasserstoffs 
mehr auftrat. Die Ausbeute ist fast theoretisch. 


1 Organic Syntheses 1, 15. 
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2. Kondensation des Trimethylenbromids mit Natriummalonester; Brom- 
propylmalonester. 

Nach unseren Vergleichsversuchen erwies es sich zur Erzielung 
der optimalen Ausbeute als notwendig, die Reaktionskomponenten in 
reinem, frisch destilliertem und véllig trockenem Zustande anzuwenden 
und gréBere Mengen der Ausgangsmaterialien in mehreren kleineren. 
parallelen Ansitzen zur Kondensation zu bringen: die Aufarbeitung 
kann nach ihrer Vereinigung gemeinsam erfolgen. Sie lieferte uns den 
durch fraktionierte Vakuumdestillation gereinigten Brompropylmalon- 
ester in 25- bis 28 °,iger Ausbeute. 

Diese Feststellung deckt sich weitgehend mit den Ergebnissen 
einer Untersuchung von Willstdtter und Ettlinger!, die uns _ infolge 
des Fehlens der alteren Literatur an unserer Arbeitsstitte entgangen 
war und erst nach vollstandigem AbschluB unserer eigenen Versuche 
gelegentlich eines Aufenthalts in Europa bekannt wurde. 


3. Bromierung des Brompropylmalonesters,. 


Sie erfolgt besonders rasch in Eisessiglésung, aber auch gut, nur 
langsamer, in Chloroform durch einfaches Zutropfenlassen von Brom 


4. Verseifung des Dibrompropylmalonesters zur Dibromvaleriansiure. 

Willstatter verseift durch Erhitzen des Dibrompropylmalonesters 
mit wisseriger Bromwasserstoffsiure im Rohr, wahrend L. Fische) 
und Ul’. Suzuki diese Operation durch Kochen mit einer bei 0° ge- 
sittigten Bromwasserstoffsaure unter RiickfluB durchfiihren. 

Als Kriterium fiir die Beendigung dieser Operation gilt ihnen der 
Eintritt vélliger Alkaliléslichkeit. Um weitergehende Zersetzungen zu 
vermeiden, soll die Verseifung méglichst rasch vonstatten gehen. 

Fiir die Verseifung gréBerer Mengen von Ester ist die Fischersche 
Methode einfacher, jedoch gelang es uns niemals, vollstandige und 
klare Alkaliléslichkeit zu erzielen; eine, allerdings geringfiigige, Triibung 
blieb dauernd vorhanden. 


5. Chiorierung der Dibromvaleriansiure, 

Sie verliuft im Einklang mit der von E. Fischer und U. Suzui 
gegebenen Chlorierungsmethode glatt. Bemerkt sei nur, daf zum 
Zwecke der Verwendung des Dibromvalerylchlorids fiir die Kondensation 
mit Alanin eine mindestens zweimalige fraktionierte Destillation im 
Vakuum sich als angezeigt erwies. 


1 Annalen 326, 99, 1903. 
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6. Kupplung von d,l-Alanin mit dem «, 0-Dibromvaleryichlorid zu 
2, O-Dibromvalerylalanin. 

Beziiglich der Mengenverhiltnisse befolgten wir die Vorschrift 
von E. Fischer und U. Suzuki. Nach diesen Autoren erhalt man aus 
der atherischen Lésung des «, 6-Dibromvalerylalanins durch Ver- 
dampfen des Lésungsmittels und Digerieren des zuriickbleibenden 
Oles mit Wasser auf dem Wasserbad die Substanz in farblosen Nadeln 

Wir muBten beim Einhalten dieser Arbeitsweise feststellen, dal 
das Produkt bei dieser Behandlung haufig nicht erstarrte und auch 
in der Hitze zunichst nicht oder nur zum geringen Teile in Lésung 
ging. Beim verlangerten Kochen mit Wasser oder beim Versuch, es 
in kochendem Wasser zwecks Kristallisation zu lésen, trat in teilweiser 
Ubereinstimmung mit den Befunden der Autoren eine geringfiigige 
Lésung ein; aber nach Abtrennung von dem ungelést Gebliebenen 
erfolgte auch nach langem Stehen keine Kristallisation. Eine genauere 
Untersuchung zeigte vielmehr, dal eine tiefgehende Zersetzung ein- 
getreten war: aus der wasserigen Loésung lieB sich d,1-Alanin in ver- 
haltnismabig gréBeren Mengen isolieren. 

Wir haben daher die Fischersche Vorschrift abgeandert und aus 
der Lésung des rohen Dibromvalerylalanins den Ather bei Zimmer- 
temperatur in gutem Vakuum verdunstet. Hierbei schied sich zu- 
nichst, offenbar infolge der starken Abkiithlung durch den verdunsteten 
Ather, das Produkt in schénen Kristallen ab; in der Regel verwandelte 
sich dieser Kristallbrei mit fortschreitender Entfernung des Athers 
noch im Vakuumexsikkator in ein Ol, aus dem beim lingeren Stehen 
im Vakuum wieder Kristalle entstanden, die manchmal in geringe 
Mengen eines Sirups eingebettet waren. 

Zur Reinigung wurde, falls ertorderlich, eine kurze Digestion des 
Produktes mit warmem Wasser ausgefiihrt: die so gereinigten Kristalle 
wurden rasch abgesavgt und im Vakuumexsikkator getrocknet. 


7. Amidierung von «, 5-Dibromvalerylalanin, 

Die giinstigsten Bedingungen fiir die Amidierung scheinen beim 
Arbeiten mit 25°,igem Ammoniak bei Kinhaltung von Brutschzank- 
temperatur gegeben zu sein. 

Wir haben, gestiitzt auf die Erfahrungen bei der Malonester- 
synthese, die Amidierung gréBerer Mengen in einem Versuch ver- 
mieden und statt dessen eine Reihe von parallelen Ansiitzen vor- 
gezogen. 

Nach etwa 50stiindigem Stehen bei 37° wurden die Ansitze ver- 
cinigt, das Ammoniak und das Wasser im Vakuum vertrieben. Det 
Riickstand bildete entgegen den Angaben von Fischer und Suzuki 
eine Kristallmasse. Auf Zusatz von Alkohol, wobei nach Fischer und 
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Suzuki der gréBte Teil des Dipeptids ausfallen sollte, erhielten wir in 
der Regel eine fast vollsténdige Auflésung des Riickstandes, und 
héchstens recht bescheidene Mengen an Prolylalanin schieden sich 
hierbei aus. Die alkoholische Mutterlauge wurde im Vakuum zur 
Trockne gebracht, in Wasser gelést und durch Behandeln mit einem 
geringen Uberschu8 an Silbercarbonat das Brom niedergeschlagen 
Nach Entfernung etwaiger Silberspuren aus dem Filtrat wird neuerdings 
im Vakuum eingedampft. Der Riickstand liefert beim Anteigen mit 
absolutem Alkohol die charakteristischen, seidenglinzenden Prolyl- 
alaninkristalle. Wenn die Abscheidung auch dann ausbleiben sollte, 
so wird der Riickstand unter jedesmaligem Eindampfen im Vakuum 
mehrfach mit absolutem Alkohol behandelt, wobei das Prolylalanin 
schlieBlich kristallinisch erhalten wird. In dem zuletzt zuriickgebliebenen 
Sirup schieden sich nach mehrmonatigem Stehen noch Kristalle aus, 
die nach den Angaben des experimentellen Teiles isoliert und als Proly]- 
alanin identifiziert werden konnten. 

Die von E. Fischer und U. Suzuki gemachte Beobachtung, dal 
Prolylalaninpraiparate einen Schmelzpunkt von 225 bzw. 205° auf- 
weisen, konnten auch wir bestaitigen. Dem Molekulargewicht nach 
handelt es sich um ein und dieselbe Substanz; die Verschiedenheit 
im Schmelzpunkt kann den von Fischer und Suzuki vermuteten Grund 
(Stereoisomerie) haben. 

Die Ausbeute an Prolylalanin, bezogen auf Dibromvalerylalanin, 
betrug in unseren Versuchen bis zu etwa 40°. 


Experimenteller Teil. 
I. Trimethylenbromid'. 


1. Darstellung von Allylalkohol. 


In einen 5-Liter-Rundkolben aus Jenaer Glas, der mit einem gut 
wirkenden, absteigenden Kiihler und einem in die Mischung eintauchenden 
Thermometer versehen ist, bringt man 2kg Glycerin und 700g 85°, ige 
Ameisensiure ein. An das untere Ende des absteigenden Kiihlers wird 
direkt eine Saugflasche angeschlossen, deren seitlicher Ansatz mittels 
eines Gummischlauchs mit einer Wasserstrahlpumpe, die nicht in Betrieb 
gesetzt wird, verbunden ist. Nach Zusatz von Tonscherben zu dem Fliissig 
keitsgemisch wird mit einem gut wirkenden Brenner schnell erhitzt, so 
daB die ersten Anteile innerhalb 15 Minuten iibergehen und im Laufe von 
30 bis 35 Minuten eine Temperatur von 190° erreicht wird. Langsames 
Erhitzen fiihrt infolge Verkohlung und reichlicher A roleinbildung zu 
schlechten Ausbeuten an Allylalkohol. Das Destillat, das bis zu eine! 
Temperatur von 195° iibergeht, bildet den Vorlauf. Das Erhitzen det 
Reaktionsmischung wird bis zum Erreichen von 260° fortgesetzt ; die Haupt 


1 Nach Oliver Kamm u. C.S. Marvel in Organic Syntheses 1, 15 
New York 1921. 
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reaktion geht zwischen 225 und 235° vor sich. Das Erhitzen wird unter- 
brochen, wenn ein weiBer Rauch auftritt und eine offensichtliche Zer- 
setzung einsetzt. Das Destillat (ungefahr 750 ccm), das zwischen 195 und 
200° iibergeht, enthalt den Allylalkohol. Die Operation nimmt etwa 
4 Stunden in Anspruch. Der Kolbeninhalt wird nun bis auf eine Tem 
peratur zwischen 100 und 125° abkiihlen gelassen und neuerdings 500 g 
technische 85°,ige Ameisensiure hinzugetiigt, worauf der Destillations- 
prozeB genau in der vorher beschriebenen Weise wiederholt wird. Er liefert 
500 ccm eines zwischen 195 und 260° iibergehenden Destillats. Nach neuer- 
licher Abkiithlung in der vorher beschriebenen Weise wird eine dritte Portion 
von 500 ceom Ameisensiure hinzugetiigt, die uns bei der Destillation nunmehr 
300 ccm der erwiinschten Fraktion lieferte. Dieser Umstand weist auf 
die Erschépfung des Glycerins hin, weshalb der Versuch abgebrochen wird. 
Die Vornahme der Destillation erforderte 11, Tage. Die zwischen 195 und 
260° iibergegangenen Anteile wurden vereinigt und zuniéchst mit gekérntem 
Kaliumcarbonat behandelt, um den Allylalkohol auszusalzen und die 
geringen Mengen mitiibergegangener Ameisensiure zu neutralisieren. Der 
Allylalkohol wird abgetrennt und destilliert, wobei die bis 103°  iiber- 
gehende Fraktion gesammelt wird. Bei unseren Versuchen haben wir 
innerhalb dieses Temperaturgebietes eine noch weitergehende Fraktionierung 
vorgenommen, wobei wir 508 g Allylalkohol von 80°,, 315 g von 36°, und 
92g von 100°, Allylalkohol erhielten. Die Gehaltsbestimmung erfolgte 
mittels der Bromtitration. Umgerechnet auf reinen Allylalkohol betrigt 
die Ausbeute 547 g, das sind 43,4°,, der Theorie. 


2. Darstellung von Allylbromid}?. 


In einen 3-Liter-Rundkolben, der mit einem mechanischen Riihrer, 
einem Tropftrichter und einem absteigenden Liebigkiihler versehen ist, 
wird eine Mischung von 1300 g 48°, iger Bromwasserstoffsiure und 390 g 
konzentrierter Schwefelsiure eingebracht. Wo keine Bromwasserstoff- 
siure zur Verfiigung ist, stellt man sich diese Saéure durch Reduktion von 
Brom mittels schwefliger Siaiure selbst her. Hierzu wird in dem Kolben, 
der fiir die Darstellung des Allylbromids bestimmt ist, eine Menge von 
624 g Brom unter Zusatz von 663 g Eiswasser durch Einleiten eines ziemlich 
starken Stromes von Schwefeldioxyd (aus einer Bombe) reduziert, wobei 
das Kinleitungsrohr knapp unterhalb der Bromschicht endet. Der Schwefel- 
dioxydstrom wird so reguliert, daB das Gas vollig absorbiert wird; die 
Reduktion ist nach etwa 2 Stunden beendet. ie Fliissigkeit erhalt dann 
eine gelbe Farbe, diet sich auch durch weiteres Einleiten von Schwefel- 
dioxyd nicht mehr andert. Ein UberschuB an SO, ist zu vermeiden. Es 
ist vorteilhaft, wihrend der ersten Phase der Reduktion zu riihren und von 
auBen zu kiihlen. Zu der so erhaltenen Mischung von Bromwasserstoff- 
und Schwefelsiure wird die einer Menge von 308 g 100°, igen Allylalkohols 
entsprechende wisserige Alkohollésung hinzugefiigt. Man setzt nun Riihrer 
und Kiihler in Tatigkeit, erwarmt die Lésung auf einem Wasserbad und 
laBt 390g konzentrierter Schwefelsiure durch den Tropftrichter nach 
und nach zu der warmen Lésung zutropfen. Das Allylbromid destilliert 
innerhalb einer Stunde vollstindig iiber. Das Rohprodukt wird mit ver- 
diinnter Sodalésung gewaschen, iiber Chlorcalecium getrocknet und re- 
destilliert. Die Ausbeute an dem zwischen 69 bis 72° siedenden Produkt 


1 Siehe Oliver Kamm u. C. 8S. Marvel, 1. c. 8. 3. 
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betrug in unseren Versuchen etwa 80°, der Theorie. Es wurde auch ein: 
geringe Menge einer hoéher siedenden Verbindung erhalten. 


3. Ubertiihrung des Allylbromids in Trimethylenbromid. 


Der fiir die Anlagerung erforderliche Bromwasserstoff wird am vortei! 
haftesten aus rotem Phosphor, der mit Seesand vermischt und mit weniy 
Wasser angeteigt wird, durch Zutropfen von Brom aus einem Tropftrichter. 
der unten zu einer Npitze ausgezogen ist, dargestellt. Der gebildete Brom 
wasserstoff wird zur Reinigung durch ein U-Rohr geleitet, das mit eine: 
Mischung von Glaswolle und feuchtem rotem Phosphor beschickt ist 
Es ist vorteilhaft, an zwei Stellen der Bromwasserstoffentwicklung- 
apparatur Sicherheitsvorrichtungen einzuschalten, um ein Zuriicksteige 
der Fliissigkeit zu vermeiden. Die eine besteht aus einer mit Quecksilbe: 
gefiillten Steigréhre, die zweite aus einem glisernen Sicherheitsventil, da- 
beim Zuriicksteigen der Fliissigkeit die weitere Zufiihrung von Bromwasse1 
stoff durch VerschluB der Zuleitungsréhre verhindert. 

Das Allylbromid wird in eine dickwandige Glastlasche mit gut ein 


geschliffenem Stopfen gebracht und bei einer Innentemperatur von Lt 
bis 20° mit gasférmigem Bromwasserstoff gesattigt; nunmehr wird de: 


Glasstopfen aufgesetzt, festgebunden und bei etwa 30° im Dunkeln stehen 
gelassen. Nach einiger Zeit ist infolge Verbrauchs des Bromwasserstott~ 
in der Flasche ein Vakuum entstanden, woraut der Stopfen entfernt und 
unter den eben beschriebenen Bedingungen die Sattigung mit Bromwasse1 
stoff neuerdings vorgenommen wird. Diese Operationen werden bis zur 
volligen Uberfiihrung des Allylbromids in Trimethylenbromid wiederholt. 
was ungefihr 3 Tage in Anspruch nimmt. Das Reaktionsprodukt wird dani 
durch Destillation gereinigt. Die Ausbeute ist nahezu theoretisch. Zui 
volligen Reinigung behandelt man das Trimethylenbromid nach Gustavso) 
fraktioniert mit Zinkstaub und Alkohol, wobei das als Nebenprodukt ent 
standene asymmetrische Dibrompropan leichter angegritfen wird als das 
Hauptprodukt: Portionen von je 130g Trimethylenbromid werden in 
95°, igem Alkohol gelést und mit 20g Zinkstaub versetzt, Sobald das 
hierbei entwickelte Gas Permanganat nicht mehr entfarbt, wird die alkoho 
lische Lésung vom Zinkstaub abfiltriert, das Trimethylenbromid durc} 
Wasserzusatz ausgefillt, mit verdiinnter Salzsiure und dann mit Wasse! 
gewaschen, tiber Chlorcalcitum getrocknet und destilliert. 


\ 
li. Kondensation ‘des Trimethylenbromids mit Natriummalonester; 
Brompropylmalonester. 


Wie schon im theoretischen Teile erwahnt, sind die Ausbeuten be: 
Ausfiihrung der Kondensation in kleinen Mengen giinstiger als in gréBeren 
Deshalb wurde in der Regel in fiinf parallelen Ansitzen gearbeitet. Dir 
Kondensationen wurden in etwa Halbliter-Jenaer-Rundkolben mit aut 
geschliffenen RiickfluBkiihlern und an diesen angebrachten Chlorcalcium 
rohrchen durchgefiihrt. In die Kolben wurden je 60g absoluten, tiber 
Natrium destillierten Alkohols eingefiillt und je 5,8 g motallischen Natrium 
in kleinen Stiickchen eingebracht. Zu den so erhaltenen Lésungen vor 
Natriumalkoholat wurden (unbeschadet einer gelegentlich autgetretene! 
Triibung, die beim spateren Zusatz der anderen Reaktionskomponente! 
verschwand) eine Mischung von 40 g Malonsaureester und 56 g Trimethyle1 
bromid hinzugefiigt (kraftiges Schiitteln!). Die beiden zuletzt erwahnte: 
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Flissigkeiten missen knapp vor ihrer Verwendung einer sorgfaltigen 
Redestillation unterworfen werden. Dies und peinlicher WasserausschluB 
sind Voraussetzungen fiir das gute Gelingen der Kondensation, die durch 
wiederholtes Schiitteln beférdert wird: ihr Fortschreiten gibt sich durch 
Erwarmen der Fliissigkeit und Auftreten einer sich rasch verstarkenden 
Ausscheidung von Natriumbremid zu erkennen. Nach etwa zweitigigem 
Stehen unter wiederholtem gelegentlichen Schiitteln werden die Ansitze 
miteinander vereinigt und in ganz schwach schwetelsaures Wasser gebracht, 
wodurch das Natriumbromid in Lésung geht und der Ester sich abscheidet, 
der nun im Scheidetrichter abgetrennt wird. Man extrahiert bis zur Er- 
schépfung mit Ather, wascht die atherische Lésung mehrere Male mit 
Wasser, trocknet mit frisch gegliihtem Natriumsulfat und vertreibt den 
Ather im Vakuum. Der Riickstand wird einer fraktionierten Vakuum 
destillation unterworfen. Die ersten, bei einem Druck von etwa 17 bis 20 mm 
bis etwa 130° iibergehenden Anteile enthalten auBer Cyclobutandicarbon- 
siureester in der Hauptsache Trimethylenbromid und Malonester neben 
wenig Brompropylmalonester, der aus dieser Fraktion durch wiederholte 
fraktionierte Vakuumdestillation gewonnen werden kann. 

Die zweite Fraktion von 130 bis 182° bei etwa 15 mm Druck besteht 
in der Hauptsache aus Brompropylmalonester; sie liefert bei erneuter 
fraktionierter Vakuumdestillation unter etwa 15 bis 16mm Druck den 
Brompropylmalonester zwischen 151 und 160°. Eine weitere Menge dieses 
Produktes laBt sich durch eine analoge Redestillation der gesammelten 
Vorlaufe gewinnen. Die Ausbeute betrigt ungefaihr 25 bis 28°,, der Theorie. 


III. «, 0-Dibromprop ylmalonsdureester. 


Wie schon erwahnt, verlauft die Bromierung des Brompropylmalon- 
esters in Eisessig rascher als Chloroform, doch macht die gréBere Fliichtig- 
keit des Chloroforms die Autarbeitung einfacher als hei Verwendung von 
Eisessig. 

124 g Brompropylmalonester wurden in einen weithalsigen Erlen- 
me yer-Kolben eingebracht, der mit einem doppelt durchbohrten Korkstopfen 
versehen war, durch dessen eine Offnung ein Tropftrichter fiihrte, wahrend 
die andere ein Chlorcalciumrohr trug. Durch den Tropftrichter wurden 
70.7 g Brom zugetropft; die ersten einfallenden Tropfen bringen die 
Reaktion in Gang, die nach etwa eintagigem Stehen unter zeitweisem 
Schiitteln beendet ist. Der Haupt nteil der entstandenen Bromwasserstoff- 
siure wird durch Waschen mit Wasser wegg&bracht.. dann wird mit ver- 
diinnter Sodalésung bis zum Auftreten alkalischer Reaktion behandelt, 
neuerdings mit Wasser gewaschen und die Chloroformschicht abgehoben 
Diese wird mit frisch gegliihtem Natriumsulfat getrocknet, filtriert, mit 
trockenem Chloroform wiederholt nachgewaschen, das Chloroform (zuletzt 
im Vakuum) vertrieben und der zuriickbleibende Riickstand im Vakuum 
fraktioniert destilliert. Siedepunkt 176 bis 178° bei 13mm Druck. Aus- 
beute 135 g. 


IV. Verseifung des «, d-Dibrompropylmalonesters unter gleichzeitiger 
CO,-Abspaltung zu a, 6-Dibromvaleriansdure. 


Wir haben sie mangels einer geeigneten Apparatur, die die Verseifung 
groBerer Mengen in einer Operation unter Druck mittels wisseriger, ver- 


diinnter Bromwasserstoffsiure erméglichen wiirde (also entsprechend der 
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Willstdtterschen Arbeitsweise), durch einfaches Erhitzen der Fliissigkeit 
mit hochkonzentrierter H Br-Saure unter RiickfluB vorgenommen. 

Die erforderliche Bromwasserstoffsiure stellten wir uns unter Ver- 
wendung der friiher erwihnten Apparatur durch Einleiten von gasférmigem 
Bromwasserstoff in Wasser oder in eine handelsiibliche wisserige Brom- 
wasserstoffsiure dar, wobei wir von auBen mit Eis gut kiihlten. Wir er- 
hielten auf diese Weise eine Saure von 72°, H Br-Gehalt. 

Die Verseifung wurde in Jenaer Rundkolben mit angeschliffenen 
RiickfluBkiihlern vorgenommen. 52g Dibrompropylmalonester wurden 
mit 260g der hochprozentigen Bromwasserstoffsiure kriftig gekocht, 
wobei reichlich Bromwasserstoffdimpte entweichen, fiir deren Wegtiihrung 
man Sorge tragt. Mit fortschreitender Reaktion beginnt das anfangs oben 
schwimmende Ol zu Boden zu sinken. Die Operation wird von Zeit zu Zeit 
unterbrochen, um mittels einer Kapillarpipette einen Tropfen des Oles dem 
ReaktionsgefaiB zu entnehmen und auf seine Léslichkeit in verdiinntem 
Alkali zu priifen. Die Verseifung soll nach EF. Fischer, dessen Vorschrift 
unsere Arbeitsweise entspricht, innerhalb 1 bis 2 Stunden zu einem in 
Alkali klar léslichen Produkt fiihren; wie schon erwihnt, gelang es uns auch 
durch reichliche Uberschreitung dieser Zeit nicht, zu einem ganzlich alkali- 
léslichen Stoff zu gelangen. Wir begniigten uns daher mit der Erzielung 
einer nur mehr geringfiigigen Triibung bei Alkalizusatz, verdiinnten dann 
mit Wasser und extrahierten bis zur Erschépfung mit Ather, trockneten 
und verjagten, zum Schlu8B im Vakuum, das Lésungsmittel. Die zuriick- 
bleibende rohe Séure kann entweder direkt zur Chlorierung verwendet 
oder zur Reinigung einer fraktionierten Vakuumdestillation unterworfen 
werden. In Ubereinstimmung mit Fischer fanden wir bei einem Druck 
von etwa 15mm den Siedepunkt der reinen Dibromvaleriansiure bei 172 
bis 174°. Ausbeute aus 50 g Dibrompropylmalonester 35 g roher Saure. 


V. Die Chlorierung der Dibromvaleriansdure. 


verlauft nach der Vorschrift von Fischer glatt. Es seien daher nur der 
Vollstandigkeit halber einige Angaben gemacht. 

50g Dibromvaleriansiure werden in einem 200-cem-Kolben  ein- 
gewogen und das eingeschliffene Steigrohr sofort aufgesetzt. Es werden 
etwa 47g Phosphorpentachlorid in kleinen Portionen zugegeben. Der 
Kolben wird nach jeder Zugabe méglichst rasch geschlossen und gut ge- 
schiittelt. Die Reaktion ist im Anfang ziemlich lebhaft, gegen Ende wird 
am Wasserbad etwas erwarmt. Nach Beendigung der Reaktion muB noch 
etwas unverindertes PC], zuriickgeblieben sein, von dem die Fliissigkeit 
abgegossen wird. Nun wird zunichst unter Erwirmen auf dem Wasserbad 
im Vakuum vom Phosphoroxychlorid abdestilliert und der Riickstand einer 
fraktionierten Vakuumdestillation unterworfen. Vorlauf bei etwa 15 mm 
bis 114°; erste Fraktion von 114 bis 128° unter 13mm _ Druck, zweite 
Fraktion von 128 bis 145° bei dem gleichen Druck. Die Hauptausbeute 
ist in der ersten Fraktion enthalten, betrachtliche Mengen auch in der 
zweiten, aus der sie durch Wiederholung der fraktionierten Vakuum- 
destillation unter den gleichen Temperatur- und Druckverhaltnissen ge- 
wonnen werden kénnen. Fiir die spaitere Verwendung ist eine weitere 
Reinigung des Dibromvalerylchlorids durch gebrochene Vakuumdestillation 
angezeigt, obgleich die ohnedies nicht sehr hohe Ausbeute durch diese 
Operation noch weiter herabgesetzt wird. Ausbeute aus 50g Dibrom- 
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valeriansiure etwa 18g ganz reinen Chlorids; die KRohausbeuten — sind 
wesentlich héher. 


VI. Die Kondensation des a, 6-Dibromvalerylchlorids mit d, l-Alanin z 


a, 0-Dibromvaler yl-d, l-Alanin. 


Wir haben die Kondensation in mehreren kleineren Ansitzen vor- 
genommen. 5g Alanin wurden in L00 com n NaOH gelést und dazu ab- 
wechselnd 16g Dibromvalerylchlorid und 75cem n NaOH in kleinen 
Anteilen zugesetzt. Die Temperatur soll nicht tiber 18° steigen und wihrend 
der Kondensation soll kriftig geschiittelt werden. Gegen Ende der Operation 
stellte sich eine bleibende Triibung ein; man klarte die LOsung durch ein- 
maliges Schiitteln mit Ather, séuerte dann, unter Abkiihlung mit Wasser 
von auBen, durch Zusatz von 125 cem n HC! an und extrahierte das hierbei 
ausgeschiedene ©] mit Ather bis zur vélligen Entfernung von atherléslichen 
Stotfen der Lésung. Der Ather wurde im Vakuum abdestilliert, die letzten 
Anteile eventuell im Vakuumexsikkator. Hierbei schied sich das Konden- 
sationsprodukt in Form schéner Nadeln aus, die sich allerdings manchmal 
wieder in ein Ol verwandelten. In diesem letzteren Falle geniigte ein kurzes 
Digerieren mit warmem Wasser, um das Produkt kristallinisch zu erhalten. 
Aut gleichem Wege konnten auch noch aus der Mutterlauge in Versuchen, 
bei denen nach v6élligem Verdunsten des Athers die Kristalle erhalten 
geblieben waren, weitere Mengen festen Dibromvalerylalanins gewonnen 
werden. Ausbeute etwa 15 bis 17g. Das Trocknen des Produktes erfolgte 
im Vakuumexsikkator. 


VII. Behandlung des Dibromvalerylalanins mit wdasserigem Ammoniak ; 
Prolylalanin. 


Auch die Amidierungen wurden in der Regel nur in kleinen Mengen 
ausgefiihrt. 

Je 5g Dibromvalerylalanin wurden mit je 25ccm etwa 25° igen 
wisserigen Ammoniaks in einem geschlossenen GetiB durch 24 Stunden 
bei Brutschranktemperatur stehengelassen. Fiinf derartige Ansitze wurden 
nach Ablauf dieser Zeit vereinigt und gemeinsam aufgearbeitet. Es wurde 
im Vakuum zur Trockne gebracht und der zuriickbleibende Kristallbrei 
mit absolutem Alkohol versetzt. Nach 24stiindigem Stehen-wurde von 
etwa abgeschiedenen seidenglinzenden Kristallen abgesaugt, mit absolutem 
Alkohol gewaschen und das Filtrat mit der Waschtliissigkeit neuerdings 
im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde im Wasser 
gelést und mit etwa 25 g Silbercarbonat, das vorher fein pulverisiert worden 
war, im Verlauf von einigen Stunden unter kraftigem NSchiitteln versetzt. 
Nachdem sich eine abfiltrierte Probe als bromfrei erwiesen hatte, wird die 
Hauptmenge vom Silberbromid abfiltriert, griindlich gewaschen und in 
das erwarmte Filtrat zur Ausfallung von in Lésung gegangenem Silber 
Schwefelwasserstoff eingeleitet, filtriert, gewaschen und der Schwefel- 
wasserstoff durch Durchleiten eines Luftstromes vertrieben. Die Losung 
wird nunmehr im Vakuum eingedampft, der hierbei zuriickbleibende 
Riickstand mit absolutem Alkohol versetzt und iiber Nacht stehengelassen. 
Das abgeschiedene Prolylalanin wird abfiltriert, mit absolutem Alkohol 
gewaschen und ebenso wie das bei der ersten Alkoholbehandlung unmittel- 
bar ausgefallene Produkt im Vakuumexsikkator getrocknet. Die Ausbeute 
an Prolylalanin betragt insgesamt 4,5g. Aus der Mutterlauge, die am 
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Ende erhalten wird, laBt sich eine weitere Menge des Reaktionsproduktes 
durch neuerliches Eindampfen im Vakuum und Stehenlassen des zuriick 
gebliebenen Sirups im Vakuumexsikkator gewinnen. Es bilden sich nach 
wochenlangem Stehen neuerlich Kristalle in diesem, die nach Zusatz von 
absolutem Alkohol isoliert werden kénnen. Ihre Menge betragt 0,7 g, 
wodurch sich die Ausbeute auf 5,2 g oder 37°, der Theorie (bezogen aut 
Dibromvalerylalanin) erhéht. Die Produkte erwiesen sich nach Schmelz 
punkten (siehe die Bemerkungen im theoretischen Teile), Molekulargewichts- 
bestimmungen und Analyse als Prolylalanin. 


Bei der Durcharbeitung der umfangreichen Versuche wurden wir 
in gewissen Phasen von Frl. A. Blumenfeld und Frau Dr. J. Edlitz 
unterstiitzt, fiir deren wertvolle Hilfe ihnen herzlich gedankt sei. 
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Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung. 


I. Mitteilung: 


Harnstoffbildung aus Aminosiuren durch Kkatalytische Oxydation an Kohle. 


Von 
Minoru Arai. 
(Aus der medizinischen Klinik der Reichsuniversitat zu Tokio.) 


(Eingegangen am 25. Juli 1930.) 


Die Aminoséuren werden in Gegenwart von Sauerstoff an 
Kohle oxydiert; Warburg und Negelein! haben nachgewiesen, dab 
Cystin und Leucin durch die Einwirkung von elementarem Sauerstoff 
zu CO,, H,O und NH, verbrennen. Nach Wieland und Berger? geben 
die Aminosaéuren zuerst Imidosauren, spalten dann CO, und Ammoniak 
ab und gehen in die um ein C-Atom armeren Aldehyde tiber. Die Ver- 
brennung der Aminoséuren im Organismus soll nach einer analogen 
oxydativen Reaktion vor sich gehen. Jedoch haben die Autoren dabei 
die Beziehungen zwischen der Oxydation der Aminoséuren und der 
Bildung des Harnstoffs nicht in Betracht gezogen. 


Andererseits hat R. Fosse* durch ausgedehnte Untersuchungen 
bewiesen, daB die Aminoséiuren bei der chemischen Oxydation leicht 
Harnstoff bilden. So liefern verschiedene Aminosiuren bei der 
Oxydation mit Permanganat, und besonders in Gegenwart von 
Ammoniak, Harnstoff; dabei hat er als Zwischenprodukte Cyansiure 
und Cyanwasserstoffsaure isoliert. Die Cyansiure-theorie der Harnstoff- 
bildung von Werner*, Fearon und Montgomery® u. a. ist auf diese 
Tatsache gegriindet. 


' O. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 118, 259, 1920. 

* H. Wieland u. F Berger, A. 489, 196, 1924. 

3 PR. Fosse, L’urée, Paris 1928. 

4 E. A. Werner, Urea, London 1923. 

5 W. R. Fearon u. E.G. Montqomery, diese Zeitschr. 18, 576, 1924. 
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Ich habe unter den gleichen Versuchsbedingungen, wie sie bei 
Wieland und Berger herrschten, Aminosiuren in Gegenwart von 
Sauerstoff durch Kohle katalytisch oxydiert. Dabei habe ich Harnstoff 
gefunden, der aus dem Reaktionsprodukt nach dem Erhitzen mit 
Ammoniumsulfat als Dixanthylharnstoff niedergeschlagen wurde. 
Bei Zusatz von Ammoniak bildet sich der Harnstoff unter gleichen 
Bedingungen in viel gréBerer Menge und wird ohne Einwirkung 
von Ammoniumsulfat einfach durch Zusatz von Xanthydrol ge- 
fallt. Nach dem Erhitzen ist aber die Ausbeute an Dixanthyl- 
harnstoff gréBer. 

Die Aminosiuren werden somit durch die katalytische Oxydation 
in Cyansaure iibergefiihrt, welche durch Einwirkung von Ammoniak 
leicht in Harnstoff iibergeht. Andererseits ist Harnstoff in denselben 
Versuchen bei Zusatz von Ammoniak direkt ohne Einwirkung 
von Ammonsulfat nachgewiesen worden. Aber selbst im letzten 
Falle wird Cyansiure gebildet, da die Ausbeute an Dixanthyl- 
harnstoff nach dem Erhitzen deutlich zunimmt. Wenn man aber 
Natronlauge statt Ammoniak gebraucht, bleibt die Harnstoffbildung 
aus: die Harnstoffbildung hangt somit nicht von der Wirkung 
der OH-Ionen ab. 

Zur Untersuchung dienten Glykokoll, Alanin, Asparagin, Glutamin- 
sdure, Phenylalanin und Arginin. Auber den einfachen Aminosauren 
werden Glycylglycin, Glycinanhydrid und Phenylalaninanhydrid in 
gleicher Weise oxydiert. Sie geben dieselben Reaktionsprodukte wie 
die Aminosiuren. Dabei werden méglicherweise die Polypeptide oder 
die Aminosiureanhydride erst zu Aminosdéuren hydrolysiert und dann 
zum Harnstoff oxydiert. Andererseits kann man auch daran denken, 
daB die Aminosdiureanhydride und die Polypeptide ohne weiteres mit 
ihren Saéureamidgruppen reagieren und direkt Cyansiure liefern. 
Diese Annahme wire erst recht berechtigt, wenn die Theorie von 
Fearon und Montgomery iiber die Cyansaéurebildung aus Aminosauren 
durch intramolekulare Saureamidbildung ohne vorausgehende Ab- 
spaltung von Ammoniak und Kohlensaure richtig ware. 

Aus meiner Untersuchung geht hervor, daB der Harnstoff sehr 
leicht aus Aminosdiuren entsteht, wenn sie in Gegenwart von Sauer- 
stoff eine Zeitlang mit Kohle geschiittelt werden. Man kann sich 
also vorstellen, daB die Harnstoffbildung im Organismus ein relativ ein- 
facher Vorgang ist. 


Experimenteller Teil. 


Aminosaurelésungen werden in eine dickwandige Flasche von 250 ccm 


Inhalt mit doppelt durchbohrtem Gummistopfen eingetragen. Durch 
die Glasréhre leitet man Sauerstoff bis zur Sattigung ein und schlieBt 
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sie luftdicht. Zur Erhaltung konstanter Temperatur bringt man die 
Flasche in einen kupfernen Kasten, welcher bis zur Halfte mit auf 38° 
erwirmtem Wasser gefiillt ist. Den Kasten erwirmt man mit einem 
kleinen Gasbrenner und schiittelt fortwaihrend mit einem elektrischen 
Motor. Die angewandten Priparate wurden in unserem Laboratorium 
hergestellt. 





Zur Bestimmung des Harnstoffs wurde der Flascheninhalt nach meist 
50 stiindigem Schiitteln filtriert, der Riickstand mehrmals mit heiBem Wasser 
ausgewaschen und das Filtrat samt dem Waschwasser mit dem gleichen 
Volumen Eisessig versetzt. Der Harnstoff wurde dann mit einer L0°,,igen 
methylalkoholischen Lésung von Xanthydrol gefillt. Nach 2 Stunden 
wurde der Niederschlag in einem kleinen Gooch-Tiegel gesammelt, bei 100° 
getrocknet und dann gewogen. Der aus Pyridin umkristallisierte reine 
Dixanthylharnstoff schmilzt bei 173 bis 174° (unkorr.) unter Zersetzung. 
Der beim Phenylalaninversuch gewonnene Dixanthylharnstoff schmolz 
nach einmaliger Umkristallisation aus Pyridin bei 172 bis 173° unter 
Zersetzung. Das Gemisch der beiden Priparate schmolz ebenfalls bei 
172 bis 173° unter Zersetzung. 


Einfache Schiittelung der Aminosiuren 
mit Kohle. 


Die Aminoséiuren mit 2g aktiver Kohle (Takeda) und 20 ccm destil- 
liertem Wasser 50 Stunden lang geschiittelt. (Versuchstemperatur 38°.) 

Der Harnstoff selbst ist im Reaktionsprodukt nicht nachweisbar. 
Wenn man aber mit 1lcem 10°, iger Ammoniumsulfatlésung auf 
100° erhitzt, findet man einen meBbaren Niederschlag von Dixanthyl- 
harnstoff. 


Tabelle I. 





Dixanthylharnstoff (mg) 


a S din | nach Erhitzen 
mit (NH,4).SO, 
Glykokoll ............ 0,1 0 20 
NN i 6 eo ee we 0,1 0 0,0 
GPE. ck 5g sk ts a 8 0,1 0 2,3 
I-Asperegmebere . . . 2.2 2 3 * 0,1 _ 2.5 ‘ 
NRE 6 a sips ay Ga, ok 8S 2s 0,1 — 1,0 
l-glutaminsaures Natrium .... . 0,1 ~ 15 
I-Gistemmmebere . 0 ks tt 0,1 — 1,3 


Anstellung derselben Versuche bei Zusatz von Ammoniak, 


Dieselben Versuche wurden mit Zusatz von Ammoniak ausgefiihrt. 
Hierbei ist der Harnstoff selbst aus der Reaktionsfliissigkeit direkt als 
Dixanthylverbindung fallbar. Ein anderer Teil des Harnstoffs ist erst 
nach einstiindigem Erhitzen mit Ammonsulfat nachzuweisen. 
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Tabelle Il. 
Dixanthylharnstoff (mg) 
Aminosdéure g Ammoniak nai - 
direkt nach Erhitzen 
ecem mit (NH4).S8 0,4 
l-glutaminsaures Natrium 0,3 2 - 1,9 
| 0.1 2 5,7 
dl-Alanin 0,1 1 3,0 
| On 2 5.7 a 
, : | 0,3 2 15,1 13,0 
1-Phenylalanin 03 5) ie 39'3 
dl-Phenylalanin 0,1 l 9.5 11,5 
Glykokoll . 0,05 2 6,5 8,2 
|-Asparagin . ; 0,1 1 — 9,8 
Ais Ss ? | 0,05 20 5,3 12,5 
— 0,25 1 _ 5,2 
- 0,1 1 9,6 
Phenylalaninanhydrid 0.25 1 68 
Glycinanhydrid . . 0,1 1 — 10,5 


Versuche bei Zusatz von Natronlauge. 


0,1 g Alanin, 2 g Kohle und 20 cem Wasser wurden mit verschiedenen 
Mengen 10°, iger Natronlauge 50 Stunden lang bei 38° geschittelt. 





Tabelle I1l. 
— Dixanthylharnstoff (mg) 
ae abs 
Aminosiure e Natronlauge direkt nach Erhitzen 
ecm sate mit (N Hg). SO, 
0,1 2 Spur Spur 
dl-Alanin 0.1 0 
| 01 0.5 0 0 





Proteolytische Zellfermente von igyptischen Mumien 
(etwa 3000 jihrig) und Mammut (etwa 30000 bis 100000 jihrig). 


Von 
Q. Steppuhn und Xenia Utkina-Ljubowzowa. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
staatlichen Chemo-pharmazeutischen Forschungsinstituts, Moskau.) 


(Eingegangen am 26. Juli 1930.) 


Unsere vor kurzem erschienene Arbeit! behandelte die Frage der 
Identitat der Zellproteasen verschiedensten Ursprungs. Wir sprachen 
von einer Unspezifitat der proteolytischen Fermente: jedes Ferment 
verdaut ein entsprechendes Substrat jeder Herkunft in diesem Sinne 
sind die Fermente unspezifisch. Dieses hat mit einer anderen Spezifitit 
nichts zu tun: eine Polypeptidase verdaut natiirlich nur Polypeptide, 
und da kann die feine Einstellung von Substrat und Ferment, wie 
wir nun wissen (EH. Abderhalden, Waldschmidt-Leitz), weitgehend sein. 
Es verdaut jedoch jede tierische Zellpepsinase (Kathepsin) ein beliebiges 
tierisches, pflanzliches oder bakterielles Substrat, und dieses ist wichtig! 
Der Schutz gegen unwillkommene proteolytische Spaltungen im Zell- 
leben des Organismus, als einer Einheit, ist nicht durch das Schlob 
eines spezifischen Substrats, sondern eines ,,spezifischen Prozesses im 
zeitlichen Verlauf*, wie wir das auch a. a. O. ausfiihrten, gesichert. 

Sind alle proteolytischen Fermentmechanismen gleich, so miissen 
sie unverindert durch*die Evolution vererbt worden sein, und dieses 
spricht von ihrem hohen Alter. Wir hatten vor, nach dem = schon 
frither (l.c.) beschriebenen Schema die proteinolytischen Zellfermente 
an Mumien, Mammutiiberresten und Bernsteininklusionen zu studieren. 
Was das letztgenannte Material anbetrifft, so erwahnen wir mit Dank 
das Bemiihen von Prof. Biirgers (Ko6nigsberg), uns nétiges Material 
zu beschaffen: leider geniigte es noch nicht fiir die Ausfiihrung der 
Versuche. 


ON. Utkina-Liubowzowa u. O. Steppuhn, diese Zeitschr. 220, 41, 1930, 


, 
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Die Versuche wurden angestellt mit Teilen von agyptischen Mumien 
aus der Sammlung des Museums fiir schéne Kiinste, Moskau, und von 
Mammutiiberresten (Metakarpus), die in mumifiziertem Zustande uns 
von der Akademie der Wissenschaften, Leningrad, zur Verfiigung gestellt 
wurden. 

Die Mumienteile stammten vom M. orum ster. cleid.-mastoideus 
mit anliegender Haut und Bindegewebe (1 und 2), vom Pronator und 
Supinator (3 und 4) und von dem Flexoren (5). 


Einzelne Exemplare waren schwarz lackiert, andere hatten eine 


bréiunliche Farbe, die an anatomische Museumspraparate erinnerten ; 
alle Stiicke waren trocken und sehr hart. 


Die Mammutteile hatten einen enormen Fettgehalt und sahen 
wie ein sehr butteriger, brauner Blatterteig aus. 

Bevor die Muster zum Versuch kamen, wurden sie auBerlich mit 
Biirste und Wasser gewaschen und entfettet. Sonst war die Anordnung, 
wie friiher (l.c.) beschrieben. Das zerkleinerte Gewebe wurde mit 
Wasser extrahiert, der Extrakt im I. P. ausgeflockt und Filtrat und 
Niederschlag einzeln gegeniiber Casein untersucht. 


Ergebnisse. 


Mumien. Muster 1, drei Optima: bei pa = 3,4, bei pa = 5,00 
und bei pa = 7,64. Im sauren Bereich ist die Proteolyse schwach, 
im alkalischen Bereich viel bedeutender, was sonst kaum zu _beob- 
achten ist. 

Muster 2, drei Optima: bei pg = 4,0, bei pp = 6,2 und bei py = 7,4. 
Auch in diesem Falle war die Proteolyse im alkalischen Bereich sehr 
stark. 

Muster 3, drei Optima: bei py = 4,2, bei pa = 5,4 und bei 
pu = 7,30. 

Muster 4 und 5, drei Optima: bei pa = 4,0, bei pa = 6,4 und 
bei px = 7,8. Sehr starke Spaltung im alkalischen Bereich. 


Mammut. Drei Optima: bei pu = 4,4, bei pa = 5,5 und bei 
pu = 6,8. Es ist besonders zu betonen, dab die Verdauung im alkali- 
schen Bereich (Mumie) so stark war, daB man nicht den Eindruck eines 
, Scheinoptimums* gewinnen konnte. Wie dem auch sei: im alkalischen 
Bereich ist in den Versuchen mit gewéhnlichem Zellenmaterial das 
,Antitrypsin‘‘ nicht aus dem Wege zu raumen; der fiir die systoproteo- 
lytische Wirkung notwendige Kolloidzustand des Milieus ist vielleicht 
nach 3000 Jahren endgiiltig zerstért. Merkwiirdigerweise lieB sich die 








ien 
ron 
ins 


lit 


sus 
ind 


ine 


en 
nit 
ng, 


nit 


nd 


00 


»b- 


e1 


Proteolytische Zellfermente von Mumien und Mammut. 239 





Verdauung weder fiir Mumie, noch fiir Mammut durch HCN im Be- 
reich der Pepsinasen aktivieren, was vielleicht gegen die Anschauungen 
von Krebs! spricht; denn wie sollte Kupfer aus dem Material entfernt 
worden sein? 


Das erste Optimum ist beinahe in allen Fallen etwas nach der 
alkalischen Seite gegeniiber unseren friiheren Versuchen verschoben, 
diese Verschiebung ist normal fiir die Bestimmung des Rest-N 
nach Kober (Kupferfallung, Jodometrie), die in vorliegenden Ver- 
suchen ausgefiihrt wurde (Optimumnorm py = 4,0 statt 3,5). Ganz 
allgemein mu gesagt werden, daB auch fiir dieses bis 100000 Jahre 
alte Material dasselbe gilt, was fiir alle bis heute von uns untersuchten 
Zellarten galt. Mit beinahe peinlichster Exaktheit wiederholt sich 
die Triade der Optima, mit vielleicht ganz geringen Verschiebungen, 
die ja noch unerwartet gering sind, wenn man bedenkt, daB die Mumien 
gewiB Konservierungsmittel enthalten, pflanzliche Extrakte, Balsam 
und Lack usw. Fiihrt uns also die Optimacharakteristik der fermen- 
tativen, proteolytischen Mechanismen zur Uberzeugung ihrer Identitat 
mit den heutigen in der ganzen Natur verbreiteten, so wird dieser 
Standpunkt noch durch Heterolyseversuche erhartet. 


Versuch 1. Fermentpraparat aus Kaninchenleber. px 3,8, Rest-N 
nach Kjeldahl, Dauer fiinfmal 24 Stunden. Substratpriiparat mit Aceton 
behandelt. Substrat in 1°,iger Aufschwemmung. NSonst wie in friiheren 
Arbeiten (1. ¢.). 


a) Autolyse von Hiihnerleber. . . . ..... =. . 110mg Rest-N 
” ” » - Permemt ... « « £0 ss 
b) » 9 memonprotem .....+ ++ O38 » - 
99 99 ™ + Ferment .... . 1,06 ,, me 


Versuch 2. Fermentpriiparat wie oben, px 3,8, Rest-N nach Kjeldahl, 
Dauer vierma] 24 Stunden. Sonst wie oben. : 


0,55 mg Rest-N 


a) Autolyse von Kaninchenleber 
b 


7 ". = + Ferment .*. » 6,73 ., re 
b) - ,» Mammutprotein. ...... . « 0,07 ; 
7 + ve + Ferment... . 1,00 


Autolyse von nicht denaturiertem Mammutprotein 
in H,O, Zuwachs gegeniiber Kontrolle. . . .. . 2.2. ,, * 


Versuch 3. Fermentpriparat, gewonnen aus Harn durch Aceton- 
fallung 1: 1, sonst wie oben. 


Anmerkung: Die Frage der Harnfermente wird von uns beurbeitet. 
Alle Harne weisen auch dieselben drei Optima auf, indem sie die Resultante 


1 Krebs, diese Zeitschr. 220, 289, 1930. 





240 O. Steppuhn u. X. Utkina-Ljubowzowa: 


aller aus dem Blutstrom ausgewaschenen Zellfermente darstellen. AuBerdem 


resorbierte Verdauungsfermente, px 4,0, Dauer zweimal 24 Stunden. 
a) Autolyse von Kaninchenleber . . . . . . . . . 0,2) mg Kest-N 
* ae = + Ferment... . 0,88 ,, i 
b) " » memmatprotem.....:.... » 042 
Ferment... . 1,86 ,, ” 


Wegen Materialmangel konnten vorliufig keine weiteren Versuche 
angestellt werden. Wir sehen jedoch schon aus dem Angefiihrten, dal} 
die Heterolyse fiir die altesten bekannten und erhaltenen Gewebe 
giiltig ist. Nicht nur die Magendarmfermente verdauen jedes Eiweifi. 
die intrazelluldren Fermente tun es auch. 


Ankniipfend an obige Darlegungen méchten wir auch an dieser 
Stelle nochmals unterstreichen, was wir bereits friiher ausgesprochen 
hatten. Finden wir immer dieselben drei Optima fiir das Ferment- 
gemisch-Caseinsystem, so sind wir weit davon entfernt zu behaupten, 
da®B diese Optima einer Triade von verschiedenen auf das intakte 
Proteinmolekiil eingestellten Fermenten entsprechen. Arbeiten neben 
eigentlichen Proteinasen auch noch die Bruchstiicke angreifende 
Fermente, so kann es gar nicht anders sein, als dab die Optima 
Resultanten darstellen. In einer friiheren Arbeit! driickten wir uns 
folgendermaBen aus: wenn wir von einem Tryptasenoptimum sprechen, 
so muB vielleicht, da das Trypsin des Darmes auch intaktes Protein 
angreift, die Rolle eines ,,Trypsins‘ im Darm aber nur als Weiter- 
spaltung der Proteinbruchstiicke aufzufassen ist, auch eine hypo- 
thetische Zelltryptase dem stufenweisen Abbau dienlich sein, mit 
anderen Worten: erhilt man das Optimum zwischen pq = 7 bis & 
auch noch dank einer eigentlichen Proteinase, so muf sie mit einer 
Peptidase einhergehen. Waldschmidt-Leitz® steht auf dem Standpunkt., 
daB die Zelle nur ein proteinolytisches Ferment besitzt (Kathepsin), 
Kleinmann und Stern® pflichten ihm in einer neuerlichen Arbeit bei, 
es werden Vorstellungen entwickelt besonders bei Casein als Substrat. 
doch im Optimum zwischen pq = 5 bis 6 und pa = 7 bis 8 erhalten4 

Es mégen diese Vorstellungen auch zu Recht bestehen, trotzdem 
daB die Spitze bei py — etwa 5,5 gegeniiber Casein nichts mit det 


' Diese Zeitschr. 211, 437, 1929. 

2 E. Waldschmidt-Leitz, Hoppe-Seylers Zeitschr. 167, 287 und weiter: 
Arbeiten. 

3 H. Kleinmann u. K. Stern, diese Zeitschr. 222, 31 und 84, 1929. 

‘ Wir muSten uns wundern, daB H. Kleinmann u. K. Stern unsere 
Arbeiten ginzlich ignorieren, wo sie doch mindestens groBe Beziehungen 
zu den Befunden der erwihnten Autoren haben, was Kurvenverlauf gegen 
iiber Casein und besonders die Frage der I/Jdentitdt aller tierischen Zel] 
proteasen, also auch aus Milz und Leucocyten, anbetrifft. 





< 


No 








dem 


\. 


-N 


iche 
dal 
vebe 


if, 


eser 
hen 
ent- 
ten, 
ikte 
‘ben 
nde 
ama 
uns 
nen, 
tein 
ter- 
‘pe )- 
mit 
is 8 
iner 
nkt, 
in), 
bei. 
rat. 
an4 


lem 
der 


tere 


Sere 
wet 
ren 


fe] 





Proteolytische Zellfermente von Mumien und Mammut. 241 


Caseinflockung zu tun hat, wie wir zeigten, trotz allem, was bis 
heute gegen die Existenz auch einer eigentlichen Proteinase mit einem 
Optimum zwischen py 7 bis 8 beigebracht wurde. Darauf wollen wir 
gar nicht niher eingehen, denn das Gebiet der Spezifizierung einzelner 
das Protein in der Zelle abbauender Fermente liegt auBerhalb unseres 
Arbeitsgebietes. 

Es war fiir uns von Wichtigkeit, zahlenmabige Symptome von 
Verdauungsmechanismen an einem charakterisierbaren Substrat (Casein) 
festzustellen, die zahlenmaBigen Veradinderungen dieser Symptome 
unter verschiedenen Bedingungen der Autolyse von ganzen ‘Tier- 
kérpern und Organen zu studieren und die Gleichheit dieser Symptome 
fiir alle Zellarten zu demonstrieren, was uns zur Uberzeugung einer 
Unverdanderlichkeit dieser Symptome in der Evolution fiihrte. (Wir 
verweisen in diesem Sinne besonders auf 8.48 unserer oben zitierten 
Arbeit.) Es ist deshalb verstandlich, daB Waldschmidt-Leitz, indem 
er aus dem Fermentgemisch die Qualitéten der einzelnen  Teil- 
fermente herausschilt und diese als dem Substrat gegeniiber wahl- 
verwandt findet, von einer Spezifitaét spricht, wir dagegen von einer 
Unspezifitat der intrazelluliren Fermente sprechen, im anderen Sinne, 
wenn wir finden, daB in den optimalen Punkten unter gewissen Be- 
dingungen die Heterolyse besteht und alle Zellfermente gleich sind. Wird 
das Optimum bei py = 7 bis 8 durch das noch arbeitende Kathepsin 
und die schon arbeitende Peptidase vorgetiuscht, existiert also eine 
in diesem Bereich arbeitende Tryptase iiberhaupt nicht, so ist es desto 
verwunderlicher, daB die Kombinationsoptima gegeniiber Casein doch 
fiir alle Zellarten dieselben sind dieses kann nur dann sein, wenn 
alle Teilfermente dieselben sind. Damit gewinnt die von uns zuerst aus- 
gesprochene und durch Gleichheit der Optima und Heterolyse bewiesene 
Anschauung tber Identitat aller Zellproteasen eine besondere Bedeutung. 
In dieser Arbeit haben wir zeigen kénnen, dab diese Identitat bis auf 
100000 Jahre zurickgreift. 


Zusammenfassung, 

Die friiher fiir alle heutigen Lebewesen (soweit untersucht) ge- 
fundene Charakteristik der intrazelluliren proteolytischen Ferment- 
mechanismen, gegeben durch Optimalazidititen fiir Caseinverdauung, 
gilt auch fiir konserviertes, erhaltengebliebenes Material grébten 
Alters Mumien (etwa 3000 Jahre) und Mammut (30000 bis 
100000 Jahre). Diese durch die Evolution getragene Unverinderlichkeit 
der fermentativen Qualitaten ist fiir den primaren Assimilation- Dissi- 
milationsprozeB der Zelle charakteristisch. Die heutigen Zellfermente 
verdauen Mumien- und Mammutprotein ebenso gut wie ein beliebiges 
Zellsubstrat heutiger Lebewesen. Das heterolytische Vermégen ist 
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allen Zellfermenten eigen. Der Schutz gegen unerwiinschte Substrat- 
verdauung im Zelleben wird nicht durch das SchloB8 einer Ferment- 
Substratspezifitat gesichert, sondern durch ProzeBspezifitat im zeitlichen 
Verlauf, was auch fiir Eigenferment und Eigensubstrat jeder Zelle 
gilt. Jedes Teilferment des proteolytischen Systems der Zelle ist auf 
ein chemisch allgemein charakterisierbares Substrat eingestellt (Spezi- 
fitat nach Waldschmidt- Leitz); woher aber dieses Substrat stammt, ob 
von Tier oder Pflanze, oder Hefen usw., ist fiir das Zellferment gleich ; 
ein jedes solches Substrat wird verdaut (Unspezifitaét im Sinne der 
Verfasser). 


Berichtigung 


zu Julius Stoklasa: Die Assimilation des Kohlendioxydes unter dem 
Einflusse der Radioaktivitét im Laufe der vegetativen Entwicklung 
der chlorophyllhaltigen Zelle. Diese Zeitschr. 221, 102—134, 1930. 
Seite 106, Zeile 21: statt: cem, richtig: qem. 
Seite 111, Zeile 10 bis 11: statt: Pk, und Ph, richtig: Pk, und Pk,. 
Seite 111, Zeile 15: statt: Pk, und Phy, richtig: Pk, und Pky. 

0.0409 . 0,0413 


Seite 112, Zeile 28: statt: a 


‘ . 0.0409 + 0.0413 
richtig: 
2 
Seite 112, Zeile 44: statt: mg Cu, richtig: mg Ra. 
Seite 128, Zeile 4: statt: (s. S. 23), richtig: (s. S. 125). 
Seite 131, Zeile 23: statt 27,21°,, richtig: 27,27°,. 
Seite 134, Zeile 3: fehlt vor J. Stoklasa die Literaturnummer 14. 











